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Cytologische Studien VIII 
Zum Mechanismus der Cytoplasmastrémung in diinnen Faden’ 


Von 


K. E. Wohlfarth-Bottermann 


Zentral-Laboratorium fiir angewandte Ubermikroskopie am Zoologischen Institut 
der Universitat Bonn 


Mit 7 Textabbildungen 


(Eingegangen am 31. Oktober 1960) 


Einleitung 


Unter den verschiedenen Typen von Pseudopodien, die als protoplasma- 
tische Fortsatze die Bewegung von Protozoen und anderen Zellen vermitteln, 
sind die Rhizopodien — unter anderem auch als ,,Filipodien“ oder 


»Reticulipodien* bezeichnet — insofern besonders interessant, als es sich zum 
Teil um extrem schmale Faden. handelt, die in bezug auf ihre Breite an der 
Grenze der lichtmikroskopischen Auflésbarkeit liegen. Verglichen mit die- 
sem geringen Durchmesser ist die Lange dieser Plasmafaden, die mehrere 
Millimeter betragen kann, erstaunlich gro. Solche Rhizopodien werden von 
Foraminiferen und Radiolarien ausgebildet. Sowohl Lobopodien als auch 
Axopodien sind im Vergleich zu den Rhizopodien derbere protoplasmatische 
Lappen bzw. Strange: Die Dunkelfelduntersuchung von Rhizopodien zeigt, 
daf in ihrem ,wurzelartigen* Geflecht protoplasmatische Faden mit einem 
Durchmesser vorkommen, der mit Sicherheit geringer als 0,2 w ist. 
Abgesehen von ihrer Fahigkeit sich zu verasteln und wiederum mit- 
einander zu verschmelzen, zeigen die Rhizopodien in besonders schéner 
Weise vor allem im Dunkelfeld das Phanomen der ,,.Kérnchenstrémung”. 
Das Cytoplasma fiihrt namlich (wie bei den Axopodien der Heliozoen) rela- 
tiv stark lichtbrechende Koérnchen mit sich, die die Bewegung und die Stré- 
mungsrichtung des Cytoplasmas erkennen lassen (Leidig 1879, Schnei- 
der 1906, Heidenhain 1907, 1911, Sandon 1934). Trotz des sehr geringen 
Durchmessers der Rhizopodien meint man besonders im Dunkelfeld deutlich 
zu erkennen, daf an einem Plasmafaden gleichzeitig eine zentrifu- 
gale und zentripetale Strémung stattfinden kann (vgl. Schultze 1863, 
Jahn und Rinaldi 1959). Zum Teil ist diese Beobachtung so gedeuiet 


1 Herrn Prof. Dr. J. Spek zu seinem 66. Geburtstag am 27. Mai 1961 gewidmet. 
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worden, daB eine Bewegung der Partikeln unabhangig vom Strom des 
Grundcytoplasmas erfolgen kénne (vgl. Kamiya 1959). 

Gleiche Strémungserscheinungen lassen sich bekanntlich an den in bezug 
auf ihre Dimension und Gestalt zum Teil ahnlichen Cytoplasmafiaden be- 
obachten, die bei vielen Pflanzenzellen (z. B. Haarzellen und vielen Paren- 
chymzellen) die zentrale Saftvakuole durchziehen (vgl. Pfeiffer 1953, 
Frey-Wyssling 1955, Reuter 1957, Bancher und Héf ler 1959). 
Die beschriebene Art der Plasmastrémung wird bei pflanzlichen Zellen als 
Zirkulation (vgl. K amiy a 1959) bezeichnet. 

Das Vorhandensein eines anscheinend sehr leicht fliissigen Cytoplasmas 
in der Oberflachenschicht der Rhizopodien bzw. Beobachtungen iiber ihre 
positiv einachsige Doppelbrechung (Schultz 1915, Schmidt 1937, 1941, 
1955) haben zu der Annahme gefiihrt, da im Innern dieser feinen Cyto- 
plasmastrange eine verfestigende Modifikation des Cytoplasmas, eine ,,Fi- 
brillartextur“ vorhanden sein miisse (Doflein 1916, Reichenow 1953, 
Schmidt 1955), eine .stereoplasmatische Achse“, etwa wie sie die Axopo- 
dien von Heliozoen besitzen (Schmidt 1929, 1945, 1955, Wohlfarth- 
Bottermann und Kriiger 1954, Wohlfarth-Bottermann 
1959b, Anderson und Beams 1960). Da der Nachweis eines derartigen 
Achsenfadens? in den Rhizopodien von Foraminiferen im Gegensatz zu den 
Axopodien von Heliozoen bisher aber nicht sicher erbracht werden konnte, 
und es andererseits allein schon aus raumlichen Griinden fraglich war, ob in 
kleinsten Cytoplasmastrangen Raum fiir zwei verschiedene Cytoplasma- 
modifikationen sein kann, erschien eine elektronenmikroskopische Unter- 
suchung von Interesse. Es war zu priifen, ob bei den Rhizopodien der 
Foraminiferen wirklich ein entsprechender Aufbau wie bei den Axopodien 
der Heliozoen vorliegt. 

Die Untersuchung diinner Cytoplasmafaden versprach zugleich inter- 
essante Hinweise auf die mégliche Struktur von Cytoplasmastrangen in 
pflanzlichen Zellsaftvakuolen, die hier besonders diskutierte Frage einer 
Plasmagrenzsehicht, des Tonoplasten (vgl. Weber 1930, Héfler 1959, 
Bancher und Héf ler 1959) sowie méglicherweise Aufschliisse iiber den 
Strémungsmechanismus. Auch an den schmalen Cytoplasmastrangen in 
pflanzlichen Zellsaftvakuolen kann man bekanntlich lichtmikroskopisch an 
einem Cytoplasmafaden das erstaunliche Phanomen einer Gegenstrémung 
beobachten, wie sie an den Rhizopodien der Foraminiferen auftritt. Das 
gleichzeitige Vorkommen verschiedener Strémungsrichtungen in einem, 
zudem extrem diinnen Cytoplasmafaden hat immer wieder das besondere 
Interesse der Protoplasmaforschung gefunden und ist besonders schwer 
erklarbar. Kiirzlich haben Jahn und Rinaldi (1959) bei einer lichtmikro- 
skopischen Untersuchung von Allogromia laticollaris beschrieben, da an 
einem Rhizopodium das Cytoplasma immer in zwei verschiedenen Rich- 
tungen strémt (zentripetal und zentrifugal) und diese Beobachtung zur 
Grundlage einer neuen Theorie iiber den Mechanismus der Protoplasma- 


2 Oder etwa auch einer duferen Plasmagelwandung, die das im Innern str6- 
mende Cytoplasma nach Art eines Schlauches umgibt. 
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stroémung gemacht, die sich an Vorstellungen anlehnt, die von Jarosch 
(1957, 1959) fiir pflanzliches Cytoplasma (Protoplasmafibrillenbewegung bei 
Characeen) entwickelt worden sind. Eine elektronenmikroskopische Unter- 
suchung von extrem diinnen Cytoplasmafaden mit Hilfe der Diinnschnitt- 
technik liegt m. W. bisher weder an tierischen noch an pflanzlichen Zellen vor. 
Es erschien daher wiinschenswert, altere, an Totalpraparaten gewonnene 
Befunde (vgl. Fre y- Wy ssling 1955) sowie neuere Theorien (vgl. Jahn 
und Rinaldi 1959) an einem zur Verfiigung stehenden, besonders giinsti- 
gen Objekt zu iiberpriifen. 


Material und Technik 


Zur Untersuchung gelangte die monothalame Foraminifere Allogromia 
laticollaris A rnold 1948, die in amerikanischen Kiistengewassern weit ver- 
breitet ist. Die zarten Rhizopodien dieser Art heften sich kurz nach Verlassen 
des Gehauses dem Boden des KulturgefaBes an. Kulturschalen, in denen die 
Mehrzahl aller Foraminiferen Rhizopodien ausgebildet hatte, wurden mit 
einer kleinen Pipette vorsichtig entleert, so da nur noch so viel Kultur- 
fliissigkeit in der Schale verblieb, da® die Gehiuse der Foraminiferen eben 
bedeckt blieben. Dann erfolgte die Fixation durch AufgieRen eines Gemisches 
von 1% Osmiumietroxyd und 1% Kaliumbichromat (pH 6,97). Nimmt man 
die Fixation bei gleichzeitiger mikroskopischer Beobachtung der Rhizopodien 
vor, so erkennt man, daf{ zwar die Gehause durch den starken Strom der 
auftreffenden Fixierungsmittel haufig abgerissen und fortgeschwemmt wer- 
den, die Rhizopodien jedoch zumeist am Boden der Kulturschale haften 
bleiben, ein Effekt, der intra vitam auch durch plétzliche Fortnahme der 
Schale erzielt werden kann und beschrieben ist (vgl. Jahn und Rinaldi 
1959). 

Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Rhizopodien kann wohl 
nur ,in situ“ erfolgen, das heift, es ist unméglich, die feinen Protoplasma- 
strange zu isolieren und mit Hilfe von Mikropipetten in Gelatine-Kapseln 
zu iibertragen. Bei solchen Manipulationen ist die Gefahr einer mechanischen 
Beschadigung zu gro, abgesehen davon, daft es unméglich erscheint, die 
zarten Plasmafaden wieder aufzufinden und gezielt und orientiert zu schnei- 
den. Die Rhizopodien wurden daher am Ort der Fixation belassen, hier ent- 
wassert sowie zusatzlich kontrastiert (Wohlfarth-Bottermann 1957) 
und in Vestopal W eingebettet, wie dies fiir Amében in dieser Zeitschrift 
beschrieben wurde (Wohlfarth-Bottermann 1960). Zur Unter- 
suchung gelangten die Rhizopodien in ihrem (vom Gehause her gesehen) 
distalen, mittleren und proximalen Bereich (Querschnitte und Langsschnitte). 
Weiterhin wurde die Feinstruktur des ,Mantelcytoplasmas* in unmittel- 
barer Umgebung auferhalb der Schale (Tangential- und Medianschnitte des 
.Mantelplasmas*) sowie des Cytoplasmas innerhalb der Schale untersucht. 
Die Schale selbst laBt sich nach Vestopal-Einbettung verhalinismafig leicht 
median schneiden, neigt jedoch zum Herausbrechen wahrend des Schneide- 
vorganges. 

Die Herstellung der Diinnschnitte erfolgte auf einem Mikrotom der Firma 
Sorvall (Connecticut. USA). die elektronenmikroskopischen Aufnahmen an einem 


1* 
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Elmiskop I der Firma Siemens und Halske. das die Deutsche Forschungsgemeinschaft 
bereitstellte. 

Die Kulturen von Allogromia laticollaris wurden uns freundlicherweise von 
Herrn Prof. Dr. K. G. Grell (Tiibingen) zur Verfiigung gestellt. Das Kultus- 
ministerium des I.andes Nordrhein-Westfalen unterstiitze die Untersuchungen durch 


Abb. 1. Rhizepodien von Allogromia laticollaris (lebend, Dunkelfeld). Beachte die 
sehr unterschiedliche Breite der Cytoplasmafaden und ihre geflechtartigen Ver- 
zweigungen. S = Schale. —_—_2! = Schnittfiihrung in Abb. 2. VergréBerung 185: 1. 


eine Sachbeihilfe zur Bestreitung von Personalunkosten (A. Z. I F 3-03-16 F). Herrn 
Dozent Dr. N. Weissenfels und Herrn Dr. L. Schneider danke ich fiir ihre 
Hilfe bei der Herstellung der Abbildungen, Frau B. Koeppen-Lesche fir 
ihre technische Assistenz. 


Untersuchungsergebnisse 


Abbildung 1 stellt eine Dunkelfeldaufnahme eines Teiles der Rhizopo- 
dien einer lebenden Allogromia-Zelle dar. Die eindrucksvolle Kérnchenstré- 
mung, die an diesen feinen und feinsten Cytoplasmastrangen ablauft, kann 





~ 
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nur in Form eines Films (Gre11] 1956, 1958) verdeutlicht werden. Immerhin 
zeigt Abb. 1, da sowohl die .,derberen“ Cytoplasmastrange mit einem Durch- 
messer von etwa 10 uw (vgl. Schnittmarkierung) als auch kleinere Rhizopodien 
und selbst kleinste, im Dunkelfeld eben noch erkennbare .,Cytoplasmafaden* 
sich verzweigen kénnen. Die hell aufleuchtenden Partikeln., die sich auf oder 
in unmittelbarer Nahe der Rhizopodien befinden, stellen eingefangene 





Abb. 2. Querschnitt durch ein Rhizopodium (Diinnschnitt, elektronenmikro- 
skopische Aufnahme). Schnittfiihrung vgl. Abb. 1. Das Ubersichtsbild zeigt bei 
schwacher VergréBerung, da das etwa 15. breite Rhizopodium kein einheitliches 
Gebilde ist, sondern sich aus einer Vielzahl von Plasmastrangen sehr unterschied- 
licher GréBe und Form aufbaut. Beachte, da® das Rhizopodium nicht eine liickenlos 
zusammengefiigte, einheitliche Struktur ist, sondern daf das .,I[nnere* an vielen 
Stellen offene Verbindungen nach AuBen besitzt. Eine geschlossene ,,Cytoplasma- 
hiille* ist nicht vorhanden: Der gréfte Teil des Raumes im Innern des Rhizopodiums 
ist also extrazellulirer Raum. SR = Schnittrand = Kontaktflache des Rhizopodiums 
mit dem Glasboden der Kulturschale. Erlauterung siehe Text Seite 6. OP = Opake 
Partikel. Der eingezeichnete Ausschnitt erscheint als Abb. 3 vergréfert. Elektronen- 
optisch 3000 : 1; EndvergréRerung 6500 : 1. 
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Nahrungsteilchen, zum Teil aber auch zelleigene Partikeln (..K6rnchen”) dar, 
die im Cytoplasma transportiert werden. Die Markierung S in Abb. 1 stellt 
einen Ausschnitt aus der Peripherie des im Dunkelfeld blendend auf- 
leuchtenden Schalenrandes dar. 

Schneidet man ein solches im Dunkelfeld scheinbar einheitliches Rhi- 
zopodium quer, etwa in einem Gebiet wie in Abb. 1 durch Linie markiert, 
so erkennt man schon am elektronenmikroskopischen Ubersichtsbild (Abb. 2) 
bei schwacher Vergréferung, daft dies etwa 15 u breite Rhizopodium keines- 
wegs ein kompaktier, einheitlicher Cytoplasmastrang ist, sondern sich aus 
einer Vielzahl von plasmatischen Unterstrangen aufbaut, 
sich also als zusammengesetztes Gebilde entpuppt. Die Einzelstrange be- 
sitzen sehr unterschiedlichen Durchmesser und offensichtlich auch sehr ver- 
schiedene Querschnittprofile. Das in Abb. 2 quergeschnittene Rhizopodium 
besteht z. B. aus mehr als 50 kleineren, deutlich voneinander getrennten 
Unterstrangen, wenn man die kleinsten (zwischen diesen bei schwacher Ver- 
groRerung nur als Faden erkennbaren) Strange unberiicksichtigt laBt. Zahlt 
man diese mit. so kommt man zu einer Zahl von iiber 500. Uber die Natur 
dieser kleinsten Faden, die in Abb. 2 oft nur als Punkte erkennbar sind. gibt 
erst eine starkere VergréRerung AufschluB. 

Die Grundform des Querschnittprofils ist in etwa .pilzformig*. Der 
~FuB" des Pilzes ist die Seite, an der das Rhizopodium am Glas der Kultur- 
schale haftete. Diese Flache ist in Abb. 2 gleichzeitig der Schnittrand (SR). 
Die angewandie Einbettungstechnik (..GroBblockverfahren*, Woh1 fart h- 
Bottermann 1960) erlaubt mit Sicherheit diese Aussage. In Abb. 2 wird 
der Schnittrand abgebildet, um zu zeigen, daB nur wenige, kleine Strange 
unmittelbar der Unterlage aufliegen. 

Obgleich im Ubersichtsbild die Gesamtform des Querschnittprofils als 
.pilzformig~ oder halbkreisférmig miihelos zu erkennen ist, geht doch aus 
einer genauen Betrachtung der Randzone hervor, daft eine liickenlose, ge- 
schlossene Oberflachenschicht des Rhizopodiums fehlt: Das .[nnere* des 
Rhizopodiums besitzt an vielen Stellen offene Verbindung nach auBen, das 
heift, der gréBte Teil des Raumes innerhalb des Rhizopodiums ist e x t r a- 
zellularer Raum, durch den feine und feinste Cytoplasmastrange ver- 
laufen. Langsschnitte von Rhizopedien beweisen, daf diese distinkten Cyto- 
plasmafaden im Innern eines Rhizopodiums sich ebenso verzweigen und 
anastomosieren, wie das Rhizopodiengeflecht der Zelle in seiner Gesamtheit 
(Abb. 1). Die wichtige Erkenntnis, die Abb. 2 vermittelt, ist also der Befund, 
daf ein etwa 15 u breites Rhizopodium, das im Dunkelfeld als Einheit er- 
scheint. sich in Wirklichkeit aus einer grofen Anzahl von kleineren, selb- 


Abb. 3. Mittlere Vergréferung des in Abb. 2 eingezeichneten Ausschnittes. Der derbe. 

quer geschnittene Protoplasmastrang (im Bild oben) wird nach aufen von einer 

liickenlosen Membran begrenzt. Im Innern dieses Stranges locker strukturiertes, 

fadenférmiges Grundcytoplasma, in das Mitechondrien (M) und vereinzelt schlauch- 

formige Membranstrukturen (S) cingelagert sind. Die Feinstruktur der kleineren 

und kleinsten Strange ist in Abb. 4 besser erkennbar; der eingezeichnete Ausschnitt 
erscheint als Abb. 4 vergréfert. E.O. 7500: 1; E. V. 25.000 : 1. 
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standigen Strangen aufbaut. die lediglich durch vielfaltige Verzweigungen 
zusammengehalten werden und damit alle miteinander in Verbindung 
stehen. Das lichtmikroskopisch erkennbare Rhizopodium ist mikromorpho- 
logisch kein einheitlicher Strang, sondern ein Biindel von Strangen 
sehr unterschiedlicher GréRe. 

Abb. 2 ist insofern nicht charakteristisch fiir den Aufbau eines Rhizo- 
podiums, als die gréReren Strange, die hier durchweg an der Peripherie des 
Querschnittes des Gesamtstranges liegen, sehr oft auch mehr zentral im 
Rhizopodium gefunden wurden, so daB im Querschnitt die Peripherie des 
Gesamtstranges meistens noch sehr viel lockerer und unregelmaBiger und 
damit .offener* ist. Im iibrigen kénnen prinzipielle Unterschiede im Aufbau 
der Rhizopodien, je nachdem ob sie im distalen cder proximalen Bereich (in 
der Langsausdehnung und vom Gehause her gesehen) geschnitten worden 
sind, nicht festgestellt werden. 

Kleinere Rhizopodien (Durchmesser 5—10 «) zeigen ebenfalls durchweg 
den gleichen Aufbau wie in Abb. 2 dargestellt: auch sie setzen sich aus 
mehreren Cytoplasmastrangen zusammen (vgl. Abb. 7). Die Zahl der sie 
aufbauenden distinkten Unterstrange ist hier nur geringer. Dieser Befund 
ist von Wichtigkeit fiir die spater zu diskutierende Strémungstheorie von 
Jahnund Rinaldi (1959). [Nur selten werden in der auBersten Peripherie 
des Rhizopodiengeflechtes Strange mit einem Durchmesser von 1 u (oder 
geringer) gefunden, die anscheinend isoliert liegen. also wirklich Einzel- 
strange darstellen. Ein grofer Teil dieser Plasmafaden diirfte lichtmikros- 
kopisch allerdings gar nicht erkennbar sein. Kleinste, ultramikroskopisch 
erkennbare Rhizopodien bestehen jedoch nur noch aus wenigen, durchaus 
aber voneinander getrennten Strangen (vgl. Abb. 7), wie Querschnitte in 
der Peripherie des Rhizopodiengeflechtes nachweisen. Hier an der aufer- 
sten Peripherie (distal), aber auch mitten im Gesamigeflecht der Rhizopo- 
dien kommen zahlreiche schmalste Cytoplasmastrange vor, die auf Grund 
ihres geringen Durchmessers der lichtmikroskopischen Beobachtung iiber- 
haupt nicht zuganglich sind. Sie zeigen elektronenmikroskopisch die gleiche 
Siruktur wie die kleinen distinkten Untereinheiten des in der Abb. 2 quer- 
geschnittenen Gesamistranges. | 

Die kleinen und kleinsten Untereinheiten eines Rhizopodiums sind erst 
in Abb. 3 deutlich zu erkennen. Wir haben hier eine mittlere VergréRerung 
des in Abb. 2 markierten Ausschnittes vor uns. Die Vielzah] der kleinsten 
Cytoplasmafaden. die in diesem Bild zum Teil quer, zum Teil schrag ge- 
schnitten sind, wird jetzt deutlich. Man erinnere sich daran, daf{ nach den 
Darlegungen zu Abb. 2 die kleinen und kleinsiten Cytoplasmastrange durch 
den extrazellularen Raum verlaufen. 

Im einzelnen erkennt man in Abb. 3, daf der derbere, quer oder schrig 
geschnittene Cytoplasmastrang (im Bild oben) von einer liickenlosen Mem- 
bran umgrenzt wird, die in ihrem Aussehen und in ihren Dimensionen einer 
normalen Zellmembran entspricht. Diese Membran kann haufig durch 
peripher liegende Mitochondrien (M) stark hervorgew6lbt sein (vgl. Abb. 7 a). 
Im Innern des derben, in der oberen Bildhalfte von Abb. 3 dargestellten 
Stranges findet man ein locker strukturiertes, fadenformiges Grundcyto- 








Abb. 4. Starke VergréBerung des in Abb. 3 eingezeichneten Ausschnittes. Die kleinen 
und kleinsten Cytoplasmastringe werden ebenfalls von einer Membran umgrenzt, 
was iiberall dort deutlich wird. wo genaue Querschnitte vorliegen (Pfeilmarkierun- 
gen). Wie der in Abb. 3 dargestellte derbere Strang, bauen sich auch die kleineren 
und kleinsten Strange aus einem fadenférmigen Grundcytoplasma auf, das hier 
jedoch bedeutend dichter gefiigt ist. Sowohl in mittleren als auch in den kleinen 
Strangen sind einige schlauchformige Membrankomponenten (S), in dem mittleren 


Strang auch gréRere fadenformige Elemente (F) vorhanden. Die kleinsten Strange 


sind zum Teil mit dichtem Grundcytoplasma gefiillt. zum Teil scheinen sie elek- 

tronenoptisch leer zu sein, d. h. nur aus einem membranumgrenzten Schlauch zu 

bestehen (weife Pfeilmarkierung). V = Verzweigung kleinster Protoplasmastrange. 
E. O. 20.000 : 1: E. V. 68.000 : 1. 
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plasma, in das vereinzelt schlauchférmige Membranstrukturen (S) einge- 
lagert sind. Die Feinstruktur der kleineren und kleinsten Cytoplasmastrange 
muf an Hand einer stirkeren VergréBerung besprochen werden, wozu der 
in Abb. 3 markierte Ausschnitt als Abb. 4 wiederum vergréBert dargestellt 
wird. 

Hier sind ein ,mittlerer~ und iiber 30 feinste Cytoplasmastrange dar- 
gestellt. Der Eindruck, daB sich die Cytoplasmastrange mit einem Durch- 
messer von 0,1—0,6 « immer aus einem dichteren Cytoplasma als die brei- 
teren Strange aufbauen, wie er auf Grund der Betrachtung von Abb. 4 ent- 
siehen kénnte, ist nicht richtig (vgl. Abb. 3, unten). Sehr haufig ist das Cyto- 
plasma der Strange mittlerer Gréfe jedoch bescnders dicht, wie Abb. 4 
belegt. Das Grundcytoplasma (vgl. Héfler 1960b, Wohl farth-Bot- 
termann 1959a, 1960) ist aber auch hier aus fadenférmigen Grundein- 
heiten aufgebaut. in die ebenfalls schlauchférmige Membranen (Abb. 4, S) 
eingelagert sind. Daneben sind allerdings auch gréBere, anscheinend faden- 
formige Strukturen (Abb. 4, F) vorhanden. Uberall dort, wo genauere Quer- 
schnitte des Randes der Einzelstrainge vorliegen, ist eine Hiillmembran ein- 
deutig nachweisbar (Pfeilmarkierungen, Abb. 4). Die kleinen und kleinsten 
Strange sind nur teilweise mit dichtem Grundcytoplasma gefiillt (Abb. 4, 
einfache Pfeilmarkierungen), haufig erscheinen sie im Innern elektronen- 
optisch leer (Doppelpfeilmarkierungen, Abb. 4). Verzweigungen kleiner und 
kleinster Einzelstrange sind wahrscheinlich haufig. werden aber im Diinn- 
schnitt naturgemaf selten zur Darstellung kommen. Die V-Markierung ia 
Abb. 4 zeigt jedoch eindeutige Verbindungen zwischen verschiedenen kleinen 
Einzelstrangen. — Zum Abschlu® der Besprechung von Abb. 4 sei besonders 
auf die schlauchférmig und elektronenoptisch leer erscheinenden kleinsten 
Strange hingewiesen, weil diese auch im Cytoplasma im Innern der Schale 
auftreten (Abb. 6). Der kleinste, auf unseren Abbildungen mefbare Cyto- 
plasmastrang besaf einen Durchmesser von weniger als 140 A (!). Proto- 
plasmafiaden mit so geringer Breite sind m. W. bisher noch nicht beschrieben 
worden. 

Allogromia laticollaris sendet nicht dauernd Rhizopodien aus, sondern 
zieht diese Cytoplasmafaden auch zeitweise véllig ein. Besonders bei Zellen, 
die ihre Rhizopedien eingezogen haben, laBt sich lichtoptisch allseitig auf 
der Schale ein diinner, scheinbar homogener Cytoplasmamantel erkennen, 
der die Schale mantelférmig umgibt (vgl. Doflein und Reichenow 
1953, Le Calvez 1953). Tangentialschnitte dieses .Plasmamantels* 
erwiesen, daf er prinzipiell den gleichen Aufbau wie die Rhizopodien besitzt, 
also keine kompakte, in sich geschlossene Cytoplasmamasse darstellt, sondern 
auch aus einzelnen Cytoplasmastrangen besteht, die sich in ihrer 


Abb. 5. Cytoplasma von Allogromia laticollaris im Innern der Schale (Wbersichts- 

bild). § = Schale; SP = sehr kleine Schalenporen mit quergeschnittenen Cytoplasma- 

strangen im Porenkanal. Beachte den vakuolaren bzw. lakunenférmigen Cytoplasma- 

strukturaspekt und die unmittelbar am Schalenrand liegenden. kontrastreichen 

Cytoplasmaeinschliisse. Der eingezeichnete Ausschnitt erscheint vergréBert als 
Abb. 6. E.O. 3000: 1; E. V. 10500 : 1. 
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Feinstruktur nicht wesentlich von den vorstehend beschriebenen proximalen, 
mittleren und distalen Bezirken der Rhizopodien unterscheiden. 

Das Cytoplasma im Innern der Schale sowie bis zu einem ge- 
wissen Grade die Feinstrukturen der Schale selbst werden in Abb. 5 zuniachst 
in Form eines Ubersichtsbildes bei schwacher VergréRerung wiedergegeben. 
Der Schale (S), in der sich feine Schalenporen (SP) mit darin verlaufenden 
Cytoplasmastrangen finden (vgl. Jahn 1953), liegt im Innern eine Schicht 
gréberer, sehr unterschiedlich geformter und auch im Schnitt undurchstrahl- 
barer Cytoplasmaeinschliisse an, die sehr verschiedene GréBe besitzen 
kénnen. Das Ubersichtsbild (Abb. 5) vermittelt im iibrigen den typischen 
Strukturaspekt des Cytoplasmas dieser Foraminifere, der wohl zuniachst als 
.vakuolar* bzw. .lakunenférmig“ bezeichnet werden kann. Bereits im Uber- 
sichtsbild ist aber schon zu erkennen, daB das Grundcytoplasma eine ahnlich 
dichte Struktur aufweist wie manche Einzelstrange der Rhizopodien (vel. 
Abb. 4) und daB in den vakuolen- bzw. lakunenférmigen .Hohlriumen* im 
Cytoplasma eine Vielzahl einzelner Cytoplasmastrange vorkommt, 
die den Unterstrangen der Rhizopodien véllig entsprechen. 

Dies wird in Abb. 6 deutlicher, die wiederum bei stirkerer (Abb. 6 a) und 
endlich bei starkster VergréRerung (Abb. 6b) einen in Abb. 5 markierten 
Ausschnitt aus dem Cytoplasma im Innern der Schale darstellt. 

Der vakuolare bzw. lakunenférmige Strukturaspekt ist in Abb. 6 a nicht 
zu verkennen. Die im Schnitt wabenartigen Hohlraume wurden umgeben 
von einem dichten Grundcytoplasma, das als Einschliisse neben den in Abb. 5 
beschriebenen, undurchstrahlbaren Partikeln Mitochondrien (M), gréBere. 
maRig kontrastierte und elektronenoptisch strukturlose Granula und nur 
wenige cytoplasmatische Membransirukturen (vgl. Abb. 4) enthalt. Man 
kann das Erscheinungsbild dieses Cytoplasmas wohl auch so deuten, daft 
hier netzartig verwobene Strange vorliegen, die sich in ihrer 
Grundstruktur nicht sehr von den Rhizopodien unterscheiden. Die Grund- 
substanz des Cytoplasmas ist nimlich ebenfalls feinfadig und dicht. Cyto- 
plasmatische Doppelmembrankomplexe (Dictyosomen), die in Abb. 6 nicht 
enthalten sind, kommen allerdings neben Nahrungsvakuolen recht haufig vor. 

Von besonderem Interesse erscheint nun, daf in den ..Hohlraumen“* im 
Cytoplasma innerhalb der Schale wiederum reichlich kleine und kleinste 





Abb. 6. Feinstruktur des Cytoplasmas von Allogromia laticollaris im Innern der 
Schale. 6a: AusschnittvergréRerung aus Abb. 5. Das Cytoplasma besteht aus netz- 
artig verwobenen Strangen, die prinzipiell den gleichen Aufbau besitzen wie die 
Cytoplasmastringe der Rhizopodien (vgl. Abb. 4): Als Cytoplasmaeinschliisse 
Mitochondrien (M) und opake Partikel; die Grundsubstanz des Cytoplasmas ist 
feinfadig und dicht. Wie bei den Rhizopodien kommen in den ..Lakunen* membran- 
umgrenzte Schléuche vor (Ausschnittmarkierung), die im Innern zum Teil elek- 
tronenoptisch leer erscheinen. E.O. 10.000: 1; E. V. 33.000: 1. 6b: Starke VergréBe- 
rung des in Abb. 6a eingezeichneten Ausschnittes. An den durch Pfeile markierten 
Stellen ist besonders gut zu erkennen, daB die (die Schlauche begrenzenden) Mem- 
branen (Durchmesser etwa 50 bis 75A) aus zwei kontrastreichen Aufenschichten 
und einer transparenten Mittelschicht bestehen (..Unit Membrane”). E. O. 10.000 : 1; 
E. V. 157.000 : 1. 
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Cytoplasmastrainge vorkommen, wie sie sich auch als einzelne Unterstriange 
in den Rhizopodien nachweisen lassen. Es existieren sowohl die an Hand von 
Abb. 4 beschriebenen, mit dichtem Grundcytoplasma gefiillten Strange als 
auch elektronenoptisch leer erscheinende, membranumgrenzte Schlauche 
(Abb. 6 a und b). 

Abb. 6b zeigt bei starkster VergréRerung eines in Abb. 6a markierien 
Ausschnittes, daf sich die Membran, die diese Schlauche begrenzt, aus einer 
transparenten Mittelschicht und zwei auferen, kontrastreichen Schichten auf- 
baut (Pfeilmarkierungen, Abb. 6 b). Die Dicke der Gesamtmembran betragt 
etwa 350—75 A. In Abb. 6b sind gleichzeitig zwei quergeschnitiene, feinste 
Cytoplasmastrange dargestellt, die mit dichtem Cytoplasma gefiillt sind. 
An hier nicht zur Darstellung kommenden, besonders glatt quer- 
geschnittenen Hiillmembranen der gefiillten Cytoplasmastrange laBt sich 
ebenfalls erkennen, da® sich diese Grenzmembran des Cytoplasmas aus 
einer transparenten Mittelschicht und zwei deutlich voneinander getrennten, 
kontrastreichen Aufenschichten aufbaut und im Quersdchnitt eine Gesamt- 
breite von 50—75 A besitzt. Jeder einzelne Unterstrang sowohl in den Rhizo- 
podien als auch im Cytoplasma innerhalb der Schale sowie im Mantelplasma 
ist also liickkenlos von einer Membran umgeben, die in ihrer Feinstruktur 
und in ihrer Dicke einer normalen tierischhen Zell membran gleicht. 


Diskussion und Deutung der Befunde 


a) Der Gesamtaufbau eines Rhizopodiums und die Frage des Vorkommens 
einer stereoplasmatischen Adhse bzw. einer gelartigen Aufenmandung 


Die elektronenmikroskopische Untersuchung von Querschnitten mit Hilfe 
der Diinnschnittechnik erbringt eindeutig den Befund, daf ein R hizo p o- 
dium keine morphologische Einheit ist in dem Sinne, daf es 
sich um einen, in sich geschlossenen Cytoplasmastrang handelt. Dies ist 
bei lichtmikroskopischen Untersuchungen bisher stillschweigend angenom- 
men worden und erklari sich durch das begrenzte Auflésungsvermégen der 
Lichtoptik *. Zwar ist es (sowohl im Hell- als auch im Dunkelfeld) méglich 
zu erkennen, dafi sich von einem Rhizopodium seitlich ein Strang abzweigt, 
um zu einem benachbarten Rhizopodium hiniiberzuwechseln und mit diesem 
zu verschmelzen (vgl. Abb. 1), ein Rhizopodium mittlerer GréRe erscheint 
jedoch lichtoptisch als einheitlicher Strang. Die elektronenmikroskopische 
Untersuchung zeigt nun aber, daf ein Biindel von mehr oder weniger 
selbstandigen, nahe beieinanderliegenden Unterstrangen ein 
Rhizopodium bildet. Dies gilt sowohl fiir relativ breite Strange mit einem 
Durchmesser von iiber 10 u (vgl. Abb. 2) als auch fiir mittlere und kleine 
Strange mit einem Durchmesser von unter 5 u (vgl. Abb. 7). 


3’ Schmidt (1937) sah polarisationsoptisch an dickeren Pseudopodien ... . . bis- 
weilen einige zarte helle schnurgerade und parallele Linien zwischen gekreuzten 
Nikols aufleuchten, gleich als ob mehrere doppelbrechende Faden in dem Proto- 
plasmastrang vorhanden waren...“ — Jahn und Rinaldi (1959) weisen darauf 
hin, da®B Rhizopodien mit einem Durchmesser von iiber 10 1 méglicherweise Biindel 
von kleineren Rhizopodien sein kénnten. 
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Nach Kenntnis dieser Gegebenheiten muf die Frage nach dem Vorkom- 
men einer stereoplasmatischen Achse anders als bisher gestellt werden. Es 
ist nun an zwei Mdglichkeiten zu denken: 1. Das nach elektronenmikro- 
skopischen Befunden vorhandene Strangbiindel kénnte im Innern einen oder 
mehrere Strange enthalten, die eine verfestigende Funktion im Sinne einer 




















f 








Abb. 7. Querschnittsprofile von sehr schmalen Rhizopodien von Allogromia laticol- 
laris, nach elektronenmikroskopischen Aufnahmen schematisiert. ZM = Zellmembran; 
M = Mitochondrien; OP = Opake Partikel; SM = schlauchférmige Membranstruk- 
turen im Grundcytoplasma; F = Fadenstrukturen; Punktierung in verschiedener 


Dichte = verschieden dichtes Grundcytoplasma der einzelnen Uniterstrange. Ver- 
groRerung etwa 21 000: 1. 
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stereoplasmatischen Achse fiir die unmittelbar benachbart liegenden Strange 
oder das ganze Rhizopodium hiatten. 2. Jeder Einzelstrang kénnte in seinem 
Innern eine verfestigende Cytoplasmamodifikation im Sinne einer stereo- 
plasmatischen Achse (,.Fibrillartextur*) besitzen oder 3. aus einem gelarti- 
gen Rohr mit Verfestigungsfunktion bestehen, in dem das fliissigere Cyto- 
plasma strémt. Nach den vorliegenden elektronenmikroskopischen Ergeb- 
nissen ist keine von diesen drei Méglichkeiten, die in der Literatur diskutiert 
worden sind, an den Rhizopodien verwirklicht: Zwar findet man in einem 
Rhizopodium mit einem Durchmesser von iiber 10 « des 6fteren im Zentrum 
des elektronenmikroskopischen Querschnittes Einzelstringe mit besonders 
grofem Durchmesser, die Feinstruktur des Cytoplasmas dieser breiten 
Einzelstringe unterscheidet sich jedoch nicht von der in den schmaleren 
Unterstringen an der Querschnittsperipherie dieses Rhizopodiums. Abb. 2 
belegt zudem, daft besonders derbe Unterstrange, denen man eine Verfesti- 
gungsfunktion zuschreiben kénnte, im Zentrum des Rhizopodiums manch- 
mal iiberhaupt fehlen. Das Elektronenmikroskop gibt also keinen Hinweis 
darauf, daB einzelne Unterstrange eine zentrale Verfestigungsfunktion 
im Sinne einer stereoplasmatischen Achse fiir das ganze Rhizopodium iiber- 
nehmen. Die zweite und dritte Méglichkeit, namlich das Vorkommen einer 
zentralen, stereoplasmatischen Cytoplasmamodifikation oder einer peri- 


pheren Wandverfestigung in jedem einzelnen Unterstrang kann wobl 
evenfalls auf Grund des vorliegenden Bildmaterials ausgeschlossen werden. 
In keinem Falle lie® sich auf Quer- oder Langsschnitten erkennen, daB das 
zentrale Grundcytoplasma in einem Unterstrang eine andere Struktur als 


in der Peripherie dieses Unterstranges besaf. Im iibrigen kann darauf hin- 
gewiesen werden, daf bei den kleinen und kleinsten Unterstrangen mit 
einem Durchmesser von wenigen hundert Angstrém schlechterdings kein 
Platz fiir zwei verschiedene Cytcplasmamodifikationen vorhanden ist. Auf 
Grund der elektronenmikroskopischen Untersuchungen kommt man also zu 
dem SchluB, daB eine stereoplasmatische Achse, wie sie z. B. bei Heliozoen 
aus biindelférmig geordneten Faden oder schlauchférmigen Strukturen be- 
steht (Wohl farth-Bottermannund Kriiger 1954, 1959 b, Ande r- 
son und Beams 1960) in den Rhizopodien der untersuchten Foraminifere 
nicht vorhanden ist. Jahn und Rinaldi (1959) sind auf Grund lichtmikro- 
skopischer Untersuchungen zu dem gleichen Schluf gekommen. Diese Autoren 
weisen auch bereits darauf hin, daB sich lichtmikroskopisch keine Anhalts- 
punkte fiir die Existenz eines ,,Plasmagelrohres* ergeben haben. Die vor- 
liegenden elektronenmikroskopischen Befunde bestiatigen diesen Schluf. 
Die Frage, wie ein Rhizopedium den notwendigen Halt gewinnt, muf 
also anders beantwortet werden: man kann sich namlich am Lebendpraparat 
durch seitliches AnstoBen der Rhizopodien mit Glasnadeln davon iiber- 
zeugen, da® das Rhizopodium eine gewisse Starrheit besitzt. Bei der Suche 
nach dem verfestigenden Prinzip, das dem Rhizopodium eine gewisse Festig- 
keit verleiht, bleibt nun keine andere Erklarung als diese Eigenschaft im 
Grundcytoplasma der Einzelstrange selbst zu suchen. Die Feinstruk- 
tur des Cytoplasmas verschiedener Einzelstrange eines Querschnittes unter- 
scheidet sich in bezug auf die Strukturdichte erheblich (vgl. Abb. 3). Es 
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kommen Einzelstringe vor, die ein sehr dichtes Grundcytoplasma aufweisen 
neben Strangen mit sehr geringer Strukturdichte. Auf Grund von Erfahrun- 
gen an anderen Objekten (Wohl farth-Bottermann und Schnei- 
der 1958, Wohlfarth-Bottermann 1959c) darf man wohl anneh- 
men, daft die Einzelstrange mit héherer cytoplasmatischer Strukturdichte 
eine gréfere mechanische Stabilitaét besitzen als diejenigen Strange, deren 
Grundcytoplasma sehr locker strukturiert ist. Weiterhin ist es wahrschein- 
lich, da das locker strukturierte Cytoplasma sich in schnellerer Bewegung 
befindet als das elektronenoptisch dicht erscheinende. Man kann also nur ver- 
muten, daf in einzelnen Unterstrangen die Cytoplasmastrémung zeitweilig 
sehr verlangsamt wird bzw. ganz zum Stillstand kommt und daf dann solche 
Unterstringe tem p or ir eine gewisse Verfestigungsfunktion fiir das ganze 
Rhizopodium iibernehmen kénnen. 

Es verbleibt das Phainomen der positiven Doppelbrechung zu erkliaren, 
das Schmidt (1937) (bei polarisationsmikroskopischen Untersuchungen) 
an den Rhizopodien von Foraminiferen (Miliola) nachweisen konnte. Die 
elektronenmikroskopischen Bilder des Cytoplasmas in den Einzelfaden 
sprechen fiir ein fidiges Bauprinzip des Grundcytoplasmas, in das zu- 
dem offenbar langsverlaufende, schlauchférmige Membranstrukturen einge- 
lagert sind. Eine mehr oder weniger einseitige Ausrichtung der Fadenmole- 
kiile des Grundcytoplasmas (sowie der ohnehin im elektronenoptischen Bild 
immer langsverlaufenden Schlauche) bei der Strémung in den vorliegenden 
schmalen Faden ]aRt es wohl berechtigt erscheinen, die (relativ schwache) 
positive einachsige Doppelbrechung im Polarisationsmikroskop als Ausdruck 
des .fibrillaren Feinbaues* (Schmidt 1937) zu deuten, wenn hierunter 
die fadenférmigen Makromolekiile des Grundcytoplasmas sowie die weni- 
gen, langsverlaufenden, schlauchférmigen Membranstrukturen verstanden 
werden. 

Die lichtmikroskopisch ,in* oder ,auf* den Rhizopodien erkennbaren 
»Kérnchen* sind immer deutlich von der Zellmembran umschlossen, kénnen 
diese allerdings zum Teil extrem vorwélben (vgl. Abb. 3 und 7 a). Zum Teil 
kommen sie auch in Plasmafaden vor, deren Durchmesser nicht wesentlich 
gréRer als der der Partikeln selbst ist (vgl. Abb. 2, 3, 7 a u. f.). Die Kérn- 
chen stellen Mitochondrien bzw. charakteristische ,opake Partikeln* dar. Die 
Mitochondrien sind morphologisch leicht an ihrer doppelien Hiillmembran 
sowie an dem Vorkommen von kreisrunden Anschnittsprofilen im Innern 
(Tubuli mitochondriales) zu erkennen. Die opaken Partikeln (Abb. 2 und 7) 
entsprechen in Form und Elektronenkontrast vollkommen den Kérnchen, 
die im Rheoplasma auf den Axopodien von Heliozoen (Wohlfarth- 
Bottermann 1959b) gefunden worden sind. 


Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Rhizopodien von Allo- 
gromia ergibt schlieBlich den bemerkenswerten Befund, daf eine Zelle Cyto- 
plasmafaden mit einem Durchmesser von weniger als 140 A ausbilden kann. 
Man vergegenwartige sich, daf in einem solch schmalen Faden nur noch 
wenige Eiwei&makromolekiile nebeneinander Platz finden kénnen. Die 
theoretischen SchluBfolgerungen dieses Befundes sollen an dieser Stelle nicht 
erdrtert werden. 


Protoplasma, Bd. LIV/1 





K. E. Wohlfarth-Bottermann 


b) Das Problem der Plasmagrenzschicht 


Die elektronenmikroskopischen Bilder von Querschnitten durch die 
Einzelstrange eines Rhizopodiums beweisen, daf jeder Cytoplasmafaden 
offenbar liickenlos von einer Membran umgeben ist, die in ihrem Aussehen 
und in ihrer Dimension (Dicke etwa 75 A) der Zell membran einer nor- 
malen tierischen Zelle entspricht (vgl. Robertson 1959, Wohlfarth- 
Bottermann 1959a). Es ist dies um so weniger zu verwundern, als das 
Elektronenmikroskop bislang bei allen untersuchten Zellen eine deutliche 
Grenzmembran mit gleicher Dimensionierung nachweisen konnte. Fiir die 
Rhizopodien von Allogromia wurde von Jahn und Rinaldi (1959) das 
Fehlen einer typischen Zellmembran beschrieben. Die aus den lichtmikro- 
skopischen Untersuchungen gewonnenen indirekten Schliisse dieser Autoren 
lassen zu dieser Frage aber wohl kaum gesicherte Aussagen zu. Der Aufbau 
der die Rhizopodienstrange (auferhalb der Schale und die Cytoplasma- 
stringe im Innern der Schale) begrenzenden Membran aus zwei kontrast- 
reichen Aufenschichten und einer transparenten Mittelschicht sowie die 
GréBen dieser Strukiurelemente, die mit den Dimensionen einer ,,Unit Mem- 
brane“ (Robertson 1959) gut iibereinstimmen, beweisen, dafi die Plasma- 
grenzschicht dieser Cytoplasmastrange zweifellos eine normale tierische 
Zellmembran ist. Fiir ahnliche Faden von pflanzlichem Protoplasma 
(Weber 1921, 1924, Weis 1926), die die Eigenschaft der Spinnfahigkeit 
des Cytoplasmas erkennen lassen, ist schon friih eine ihnliche ,,Grenzschicht* 
(Plasmalemma) postuliert bzw. erschlossen worden (vgl. Weber 1923, 
W eis 1926). Sie diirfte auch die als ,.extramembranéses Protoplasma“ (vgl. 
Kiister 1956) oder .extrazellulares Plasma“ bezeichneten Rhizopodien 
pflanzlicher Protisten, die z. B. bei schalentragenden Chrysomonaden (Cera- 
tium hirundinella und Diatomeen) vorkommen, umgeben. W eis (1926) be- 
schreibt fiir die Plasmafaden der Protoplasten der Innenepidermis der 
Zwiebelschuppen von Allium cepa (bei Plasmolyse) eine diinne, unsichtbare 
Grenzschicht mit ..lipoider Natur“, die die Faden umkleidet. Dieser Autor 
kam damit den wirklichen Gegebenheiten sehr nahe, denn die bisherigen 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen an tierischen Zellen scheinen 
das von Danielli entwickelte Schema iiber den Aufbau der Zellmembran 
zu bestitigen (vgl. Robertson 1959), wonach die Zellmembran mit einer 
Gesamtdicke von etwa 75 A aus einer einzigen bimolekularen Schicht von 
Lipoidmolekiilen besteht, die beidseitig von jeweils einer Monoschicht von 
Eiweifimolekiilen begrenzt wird. — Ein granulirer Bau der Zellmembran 
(Frey-Wyssling 1955) kommt bei den meisien tierischen Zellen wohl 
nicht vor und ist auch bei Ciliaten (Wohlfarth-Bottermann und 
Pfefferkorn 1953) und selbst den bedeutend derberen Zellmembranen 
der Amoében (vgl. Wohlfarth-Bottermann 1960) nicht verwirklicht. 
Elektronenmikroskopische Untersuchungen an pflanzlichen Zellen (Sitte 
1958, Schnepf 1960) sprechen zudem dafiir, da sowohl Plasmalemma 
als auch Tonoplast in ihrer Dimension und in ihrem Gefiige einer Unit 
Membrane im Sinne von Robertson entsprechen. Man darf also erwarten, 
daf auch eine noch ausstehende Untersuchung der Plasmafaden in pflanz- 
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lichen Zellsaftvakuolen eine entsprechende Grenzschicht aufdecken wird, wie 
die hier analysierten Cytoplasmafaden von Allogromia besitzen. Bekannt- 
lich ist jedoch eine gute Fixierung pflanzlicher Zellen mit ausgedehnien 
Zellsaftvakuolen mit grofen Schwierigkeiten verbunden. 

Der Nachweis einer ,normalen Zellmembran* als Grenzschicht auf den 
Cytoplasmastraingen der Rhizopodien wirft nun allerdings ein neues und 
sehr interessantes Problem auf, das hier wenigstens angedeutet werden soll: 
Die Frage der .,.Morphogenese* bzw. Dynamik dieser Zellmembran. Bei der 
lichtmikroskopischen Beobachtung lebender Foraminiferen kann man sich 
davon iiberzeugen, daf ein dauerndes Auswachsen und eine dauernde Riick- 
nahme von Rhizopodien stattfindet. Die Erklarung, da bei auswachsenden 
Rhizopodien ein lokaler ,.Mehrbedarf* an Zellmembran dadurch mengen- 
mafig gedeckt wird, daf gleichzeitig andere Rhizopodien zuriicdkgenommen 
werden, das heift also, daf an anderer Stelle Zellmembran verfiigbar wird, 
versagt fiir den Fall, daf alle Rhizopodien zuriickgezogen werden, um 
kurze Zeit spaiter wieder auszuwachsen. Bereits die lichtmikroskopischen 
Untersuchungen, erst recht aber nun die hier vorgelegten elektronenmikro- 
skopischen Befunde erschlieBen, welch ungeahntes Ausmaf an Zellober- 
fliche, d. h. an Zellmembranmaterial, bei einer Foraminifere mit ausgestreck- 
ten Rhizopodien vorhanden ist. Die interessante Frage ist jetzt, wo diese 
Zellmembran ,,Platz findet“, wenn die Rhizopodien eingezogen werden. 
Grundsiatzlich sind zwei Méglichkeiten denkbar: 

1. Die Zellmembran wird ,eingeschmolzen*, d. h. zu anderen cytoplas- 
matischen Strukturen transformiert. DaB hieran gedacht werden muff und 
daf dies tatsichlich iiberhaupt méglich ist, zeigen Untersuchungen von 
Schneider (1960). 

2. Die Zellmembran wird bei Einzug der Rhizopodien im Cytoplasma- 
belag auferhalb der Schale oder im Protoplasten innerhalb der Schale unter- 
gebracht, also sozusagen ,,gespeichert*. Auf diese zweite Méglichkeit soll bei 
der Besprechung der Feinstrukturen des Cytoplasmas innerhalb der Schale 
eingegangen werden. Ein Auf- und Abbau der Zellmembran im Sinne einer 
echten Transformation darf jedenfalls bei unserer heutigen Kenntnis der 
Dynamik der elektronenoptisch sichtbaren cytoplasmatischen Struktur- 
elemente (vgl. Wohlfarth-Bottermann 1959a und 1959 c) nicht fiir 
ausgeschlossen gehalten werden. Ein entsprechendes morphogenetisches 
Problem ist auch bei pflanzlichen Zellen, z. B. bei der sogenannten ,,Plasma- 
systrophe“ (vgl. Bancher und Héfler 1959) gegeben, bei der im End- 
stadium die Gesamtfliche des Plasmalemmas einer Zelle anscheinend eben- 
falls auferordentlich stark reduziert wird. Jedenfalls darf man wohl die 
dynamischen Eigenschafiten der Zellmembran bzw. die Fahigkeit der Zelle, 
ihre Zellmembranflache zu verringern oder zu vergréfern, nicht unter- 
schiitzen (vgl. den Auf- und Abbau der sehr komplizierten Zellmembran bei 
Amében im Rahmen der normalen Bewegung dieser Zellen, Wohl farth- 
Bottermann 1960). Die Annahme, daf das Plasmalemma (z. B. bei Plas- 
molyse von pflanzlichen Protoplasten) teilweise zerstért wird (vgl. Hofler 
1960 a) in dem Sinne, daf kurzzeitig véllig ,nacktes“ Protoplasma vorhan- 
den wire, ist nicht wahrscheinlich. 


2Q* 
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c) Das Problem des Strémungsmechanismus 


Der elektronenmikroskopische Befund, da& ein Rhizopodium aus einer 
Vielzah] mehr oder weniger selbstandiger Unterstriinge besteht, diirfte fiir 
die Frage des Str6mungsmechanismus in schmalen Cytoplasmastringen von 
Bedeutung sein. Auf jeden Fall muff ein Versuch einer kausalen Erklirung 
von jetzt ab diesen morphologischen Befunden Rechnung tragen. Zum Phi- 
nomen der Gegenstrémung in schmalen Strangen, das immer wieder Er- 
staunen hervorgerufen hat, ist zunachst zu bemerken, da es nun fraglich 
wird, ob ein solches Phinomen iiberhaupt vorhanden ist. Die bisherigen 
lichtmikroskopischen Beobachtungen, die eine Gegenstrémung scheinbar als 
deutlich vorhanden nachwiesen, kénnen nach den vorliegenden elektronen- 
mikroskopischen Ergebnissen jedenfalls nicht mehr als voll beweiskriaftig 
angesehen werden: Bei lichtmikroskopischer Beobachtung diirfte es auch im 
Dunkelfeld nicht méglich sein zu entscheiden, ob eine beobachtete Ge g e n- 
strémung auf einem Cytoplasmastrang abliuft oder ob ein ,Ein- 
bahnprinzip* in zwei eng benachbarten Unterstrangen (mit jeweils 
enigegengesetzter Strémungsrichtung) eine Gegenstrémung in einem Strang 
nur vortauscht. Auch die eingehenden lichtmikroskopischen Untersuchungen 
von Jahn und Rinaldi (1959) miissen, soweit sie eine Gegenstrémung 
bei Foraminiferen-Rhizopodien nachweisen wollen, in Zweifel gezogen wer- 
den. Ein direkter Nachweis, daf eine Gegenstrémung nicht ablauft, kann 
allerdings mit dem Elektronenmikroskop nicht gefiihrt werden. Da die elek- 
tronenmikroskopischen Befunde aber auf die Méglichkeit von ,,Einbahn- 
strafen“ hinweisen, dieses Strémungsprinzip wohl leichter zu erkliaren ist 
und fiir das Vorhandensein einer Gegenstrémung ein wirklicher Beweis nach 
den hier vorgelegten Befunden noch aussteht, erscheint es zunichst als die 
zwanglosere Annahme, die elektronenmikroskopisch nachweisbaren Uniter- 
strange der lichtmikroskopisch sichtbaren Cytoplasmafaden als eng neben- 
einanderliegende Wege gleicher oder verschiedener Strémungsrichtung zu 
sehen. Es leuchtet nicht ein, daB innerhalb eines Biindels von 50 oder mehr 
gleichgerichteter Réhren ausgerechnet in einem Rohr gleichzeitig nach bei- 
den Langsrichtungen transportiert werden muff, wenn es einfacher geht. 
Das .,Einbahnstrafenprinzip* reicht jedenfalls nach Kenninis des feineren 
Baues der Cytoplasmastrange véllig aus, um alle bisherigen lichtmikrosko- 
pischen Beobachtungen iiber eine scheinbar vorhandene Gegenstrémung 
ohne diese zu erkliren. Andererseits ist zu beriicksichtigen, da bei den 
Axopodien der Heliozoen eine solche Gegenstrémung zweifellos vorhanden 
ist. Das Axopodium der Heliozoen ist im Gegensatz zum hier untersuchten 
Rhizopodium jedoch mit einer zentralen stereoplasmatischen Achse versehen. 
Rhizopodien und Axopodien unterscheiden sich also in ihrem Aufbau prin- 
zipiell und kénnen nicht ohne weiteres miteinander verglichen werden: Die 
Axopodien der Heliozoen sind einheitlich gebaute, kompakte Gebilde, die 
keine Verzweigungen aufweisen. Eine Gegenstrémung ist hier ,,stré6mungs- 
technisch* notwendig, wenn z. B. ein von der Spitze eines Axopodiums ein- 
gefangener Nahrungspartikel ins Zellinnere transportiert werden soll, ohne 
da das Axoxpodium eingeschmolzen wird; es muf dann natiirlich fiir das 
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in die Zelle zuriickstr6mende Rheoplasma anderes Rheoplasma nach vorne 
nachflieRen, wenn das Axopodium in seiner Lange erhalten bleiben soll. Bei 
den Rhizopodien der Foraminiferen mit ihren vielfaltigen Verzweigungen 
der Unterstriinge untereinander kénnie im gleichen Fall der zentrifugale 
Nachstrom von Cytoplasmamasse sehr gut iiber einen benachbarten Unter- 
strang erfolgen, der peripherwarts Kommunikation mit dem Unterstrang 
besitzt, der Cytoplasma zentripetal abfiihren will. 

Auch unter Beriicksichtigung der eigentlichen Feinstruktur des Grund- 
cytoplasmas iihneln die Protoplasmastrange in den Rhizopodien von Allo- 
gromia (und damit vielleicht auch ihr zu vermutender Strémungsmechanis- 
mus?) eher den entsprechenden Gegebenheiten bei Amében bzw. Myxomy- 
ceten (vgl. De Bruyn 1947, Kamiya und K urod 01958, Wohl farth- 
Bottermann 1960) als bei Heliozoen. Die elektronenmikroskopische 
Analyse erweist, da die Cytoplasmafaden ausschlieBlich mit undifferen- 
ziertem Grundcytoplasma gefiillt sind. Von einem Vergleich der Rhizo- 
podien etwa mit Cilien (Wohlfarth-Bottermann 1952), wie er in 
alteren Untersuchungen verschiedener Autoren versucht worden ist, kann 
keine Rede sein. In Ubereinstimmung mit Jahn und Rinaldi (1959) 
kann festgestellt werden, daft es sich in den Cytoplasmafaden der Foramini- 
feren um eine ,einfache Form einer Plasmastrémung* handelt. Die elek- 
tronenmikroskopischen Bilder der Rhizopodien, vor allem die gleiche 
cytoplasmatische Feinstruktur in der peripheren und mittleren Zone 
eines Unterstranges lassen vermuten, daf die Cytoplasmastrémung im 
ganzen Fadenprofil und nicht nur etwa an der Oberflache eines Fadens ab- 
lauft 4. Fiir den an entsprechenden Cytoplasmastrangen pflanzlicher Zellen 
erhobenen Befund (Biinning 1935), daf sich die Kérnchen nur an der 
Oberfliche eines Stranges bewegen, ergeben sich bei Allogromia keine Hin- 
weise. Die hier u. a. als Mitochondrien identifizierten Kérnchen findet man 
zwar zum Teil extrem peripher in ausgesprochenen Ausbuchtungen der Zell- 
membran (vgl. Abb. 2, 3 und 7 a), ebenso haufig liegen Mitochondrien jedoch 
auch im Innern eines Stranges. Man darf annehmen, daf leiztere lichtmikro- 
skopisch allerdings nicht sichtbar sind und daher bisher der Beobachtung 
entgingen. 

Die Rhizopodien der Foraminiferen sind bisher oft als besonders gutes 
Beispiel fiir die Bewegung von Partikeln anscheinend unabhingig vom 
Strom des Grundcytoplasmas angefiihrt worden (vgl. Kamiya 1959), weil 
eine Gegenstrémung verschiedener Partikeln auf scheinbar einem Cyto- 
plasmafaden und ein Uberholen, d.h. zwei Partikeln mit sehr verschiedener 
Geschwindigkeit auf scheinbar einem Faden beobachtet wurden. Die elek- 
tronenmikroskopische Untersuchung hat gezeigt, daf eine vom Protoplasma- 
strom unabhingige Partikelbewegung bei Foraminiferen noch keineswegs 
durch die lichtmikroskopischen Beobachtungen als bewiesen gelten kann. 
Das Phinomen der Bewegung von Partikeln unabhangig vom Strom des 


4 Elektronenmikroskopisch ist z. B. ein nur oberflachlich strémendes Cytoplasma 
von dem zentralen, starren Stereoplasma bei den Axopodien der Heliozoen sehr 
deutlich zu unterscheiden (Wohlfarth-Bottermann 1959b). 
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Grundcytoplasmas* bedarf also ebenso wie das Vorkommen einer Gegen- 
sirémung einer kritischen Uberpriifung. 

Fiir die Richtigkeit der Theorie von Jahn und Rinaldi (1959), wo- 
nach die Protoplasmastrémung in den Rhizopodien durch aktive Scherkrafte 
(active shearing or parallel displacement forces“) zwischen den ,,benach- 
barten Oberflaichen zweier Gel-Filamente* in jedem Rhizopodium zustande 
kommen soll, kénnen mikromorphologisch keine Hinweise gefunden werden. 
In den Cytoplasmastraingen sind neben dem normalen Grundcytoplasma 
der Zelle keine besonders differenzierten ,,Gel-Filamente* in der von Jahn 
und Rinaldi postulierten Art vorhanden. 


d) Der mantelférmige Cytoplasmabelag auf der Schale 


Von der Cytoplasmaschicht, die die Schale auRen mantelférmig umgibi, 
kénnen unmittelbar die Rhizopodien ausgehen. In diese Schicht werden die 
Rhizopodien auch zunachst zuriickgenommen, wenn sie eingezogen werden. 
Es iiberrascht daher nicht, dafi dieses (lichtmikroskopisch mehr oder weniger 
homogen erscheinende) Mantelplasma auf der Schale sich elektronenoptisch 
als vernetztes System von Cytoplasmastringen entpuppt, die in ihrer Struk- 
tur den Unterstrangen der Rhizopodien véllig gleichen. 


e) Das Cytoplasma im Innern der Schale 


Von den cytoplasmatischen Strukturen im Innern der Schale fallen be- 
sonders die reichlich dem inneren Schalenrande angelagerten kontrastreichen 
Partikeln (Abb. 5) sowie der vakuolire bzw. lakunenférmige Strukturaspekt 
des Cytoplasmas auf. Uber die Natur der vorgenannten Partikeln soll keine 
Aussage gemacht werden; diese Frage wurde nicht verfolgt, weil sie auBer- 
halb der gegebenen Problemstellung lag. Wahrscheinlich handelt es sich um 
.Xanthosomen“, die Exkretprodukte der Foraminiferen darstellen sollen 
und sehr verschieden gefarbt sein kénnen (vgl. Le Calvez 1953). Der 
vakuolire bzw. lakunenférmige Strukturaspekt des Cytoplasmas® scheint 
im Zusammenhang mit Fragen der Cytoplasmastrémung an den Rhizopo- 
dien von Interesse. Das Ausmaf der in Abb. 5 wiedergegebenen Vakuolli- 
sierung des Cytoplasmas wird in anderen untersuchten Zellen noch iiber- 
troffen, so daft Hohlraiume innerhalb des Cytoplasmas von bis zu 10 «4 Durch- 
messer beobachtet wurden. Innerhalb solcher Hohlraume werden Quer- und 
Langsschnitte von weitgehend isoliert liegenden Cytoplasmastringen ange- 
troffen, die (ohne Kenntnis der Schnittlage betrachtet) von Unterstrangen in 
den Rhizopodien nicht unterschieden werden kénnen. In Abb. 5 und 6a sind 
solche Strange an einzelnen Stellen in den Vakuolen zu erkennen. Abb. 6b 
beweist, da die Membran, die die Cytoplasmastrange zu den Hohlriumen 
hin begrenzt, Zellmembranstruktur besitzt. (Bei den grofen vakuolaren 
Hohlriumen im Innern der Schale handelt es sich nicht etwa um Nahrungs- 


5 Bei Untersuchungen an Rotaliella heterocaryotica, die in Zusammenarbeit mit 
Prof. K. G. Grell (Tiibingen) derzeit im Gange sind, konnte auch bei dieser 
Foraminifere der gleiche Strukturaspekt des Cytoplasmas innerhalb der Schale 
nachgewiesen werden. 
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vakuolen. Diese sind an ihrem charakteristischen Inhalt sowie durch eine 
gehaufte Ansammlung von Mitochondrien an ihrer Peripherie kenntlich.) 

Es ist die Frage zu erériern, welcher Natur die Hohlriiume im Cytoplasma 
sind, die in auffallend wechselnd grofer Auspragung auftreten. Einige 
Argumente sprechen dafiir, daf sie ,.extrazellulires Milieu sind, also Meer- 
wasser enthalten. Diese mégliche Deutung lieRe sich durch einige Befunde 
und Uberlegungen stiitzen: 

1. Alle vakuolenbegrenzenden Plasmamembranen besitzen eindeutig 
Zellmembranstruktur; sie sind ,,Unit Membranes“ im Sinne von Robert- 
son (1959). Man vergleiche hierzu Abb. 6. 

2. Bei stark vakuolarer bzw. lakunenartiger Zerkliiftung des Cytoplas- 
mas im Innern der Schale ist dies Cytoplasma prinzipiell wie in den Rhizo- 
podien, nimlich in Form von Einzelstrangen angeordnet. 

3. Der Vakuoleninhalt als .extrazellularer Raum“ in der Zelle kénnte 
in funktioneller Hinsicht so gedeutet werden, da er ein ,,Platzreservoir* 
fiir das Cytoplasma der Rhizopodien und das ,Mantelplasma“ auf der 
Schale darstellit, wenn das gesamte Cytoplasma in die Schale hereingenom- 
men werden soll. (Die Tatsache, da das Hohlraumsystem in verschiedenen 
Zellen sehr verschieden groft ist, stande mit dieser Erklarung in Einklang.) 

4, Das zeitweilige Vorhandensein eines grofflachigen, extrazellularen 
Milieus innerhalb der Schale wiirde z. B. die Sauerstoffversorgung des Zell- 
leibes erleichtern, der durch die Schale ja weitgehend von der Umwelt ab- 
geschlossen ist. Zwar liegt, jedenfalls bei ausgebildeten Rhizopodien, eine 
fast unvorstellbar groBe Zelloberflache vor, wie insbesondere mit Hilfe des 
Elektronenmikroskopes jetzt erkannt werden kann; die alleinige Sauerstoff- 
versorgung durch die Rhizopodien setzt jedoch einen dauernden Antransport 
mit Hilfe der Cytoplasmastrémung voraus und zudem werden die Rhizo- 
podien zeitweise iiberhaupt nicht ausgebildet. 

Der Nachweis, daf das ,Mantelplasma“ auf der Schale und das Cyto- 
plasma im Innern der Schale prinzipiell in vernetzten Strangen, also sehr 
ahnlich wie in den Rhizopodien angeordnet ist, laBt an die Méglichkeit den- 
ken, daB die auf Seite 19 angeschnittene Frage, wo die extrem grofflachige 
Zellmembran der Rhizopodien bei ihrem Einzug ,,Platz findet“, dahingehend 
beantwortet werden kann, daf sie im Mantelplasma, aber auch im Innern 
der Schale (zumindest zum Teil) ,,gespeichert“ werden kénnte. 

AbschlieBend sei darauf hingewiesen, daf im Rahmen dieser ersten 
Untersuchung noch nicht der Einflu8 verschiedener Fixierungsmittel und der 
Einflu& verschiedener Elektrolytkonzentrationen innerhalb des Fixier- 
gemisches auf die Feinstruktur des Cytoplasmas von Allogromia iiberpriift 
wurde. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Die Rhizopodien der Foraminifere Allogromia laticollaris stellen keine 
einheitlichen, kompakten Cytoplasmastrange dar, sondern sind jeweils aus 
zahlreichen Unterstrangen aufgebaut, die weitgehend selbstandig und von- 
einander getrennt parallel verlaufen und durch Verzweigungen miteinander 
in Verbindung stehen. Ein Rhizopodium stellt also ein verzweigtes 
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cytoplasmatisches Netzwerk aus vielen Einzelstringen dar, 
das vorwiegend polar ausgerichiet ist. 

2. Die elektronenoptisch mefbaren Querschnitte der schmalsten Cyto- 
plasmafiden besitzen einen Durchmesser von weniger als 140A, kén- 
nen also in ihrer Breitenausdehnung nur noch wenige Eiweifmolekiile 
nebeneinander enthalten. 

3. Ein Stereoplasma oder eine gesonderte zentrale ,,Fibrillartextur* 
im Innern der grofen und kleinen Plasmafiaden existiert in den Rhizopodien 
der Foraminiferen nicht. Ebenso ergeben sich keine Hinweise dafiir, daf 
ein einzelner Plasmafaden einen Mantel aus .,Plasmagel“ besitzt, also eine 
»Plasmagelréhre“ darstellt. 

4, Jeder der ein Rhizopodium aufbauenden Plasmafaden ist allseitig 
von einer liickenlosen Zellmembran umgeben, die in ihrer Dimension 
und in ihrer Feinstruktur einer normalen Zellmembran tierischer Zellen 
entspricht. 

5. Das Vorkommen einer ,,Gegenstrémung“ auf einem Rhizopodium, das 
nach lichtmikroskopischen Untersuchungen gesichert schien, ist fraglich. Die 
lichtmikroskopischen Beobachtungen kénnten nach Kenninis der unter 1. ge- 
nannten mikromorphologischen Gegebenheiten auch ohne Gegenstrémung, 
und zwar als ,Einbahnstr6émung*“ in zwei oder mehreren, eng neben- 
einanderliegenden Unterstrangen gedeutet werden. 

6. Eine durch lichtmikroskopische Beobachtungen scheinbar belegte, vom 
Cytoplasmastrom unabhangige Partikelbewegung kann daher 
fiir die Rhizopodien von Foraminiferen ebenfalls nicht als bewiesen gelten. 

7. Das Cytoplasma unmittelbar auf der Schale und innerhalb der Schale 


ist strangf6rmig aufgebaut und entspricht damit in seiner Anordnung 
und Feinstruktur prinzipiell dem Cytoplasma der Rhizopodien. Die még- 
liche Bedeutung dieses Befundes wird diskutiert. 
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Die Bildung mehrkerniger Zellen ist grundsatzlich als Folge gestérter 


Mitosen, fortgesetzter amitotischer Kernteilungen, von Phagozytose und als 
Folge von Zellverschmelzungen méglich |{—22]. Liegt jedoch nur das Er- 
gebnis einer dieser Vorgange — die vielkernige Zelle — vor, so ist eine 
Aussage iiber die Ursache ihrer Entstehung meist nicht méglich, und man 
bleibt auf Vermutungen angewiesen. 

Jakobi |14] schreibt 1942, da mehrkernige Zellen durch gestérte 
Mitosen und durch amitotische Kernteilungen zustande kamen. Er schreibt: 
.Am Schlusse dieses Kapitels (p. 673) darf nicht verschwiegen werden, daf 
friiher und heute einige Autoren auch Verschmelzungen fiir die Riesenzell- 
bildung verantwortlich machen. Wenn in neuerer Zeit angegeben wird, daf 
in Zellkulturen Verschmelzungen beobachtet werden, so liegt das 
daran. daB ganz ungewohnliche Verhaltnisse bestehen.~ 

In den letzten Jahren sind, sowohl die Methode der Gewebeziichtung als 
auch die Technik der Uniersuchung betreffend, erhebliche Fortschritte ge- 
macht worden. Die Einfiihrung von Fermenten wie Trypsin zur Ablésung 
der Zellen von der Unterlage zwecks Neuaussaat nach Dulbecco und 
Vogt [23], hat die Ziichtungsbedingungen wesentlich verbessert. Die Ver- 
wendung des Phasenkontrastverfahrens, besonders in Verbindung mit dem 
Mikrozeitrafferfilm, laBt genaue Angaben iiber das Verhalten von Kultur- 
zellen zu. Es erscheint daher angebracht. den Mechanismus der Riesenzell 


1 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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bildung mit diesen Methoden zu untersuchen, zumal in kontinuierlichen 
Zellstimmen haufig mehrkernige Zellen anzutreffen sind. 

Es sollen hier die Vorgange, die wahrend einer Verschmelzung unbeimpf- 
ter, d. h. .virusfreier“ Kulturzellen beobachtet wurden, mitgeteilt werden. 


Material und Methoden 
Kulturzellen: 


Es wurden versenierte Zellen des kontinuierlichen KB-Zellstammes in der 91. In- 
stitutspassage benutzt. Das Wachstumsmedium bestand aus 10% Kialberserum, 
20% TCM .199* nach Parker, 1% Hefe-Extrakt, 2.5% Lactalbumin-Hydrolysat 
(10%ige Lésung) sowie Hanks-Lésung mit den iiblichen Zusatzen an Antibiotika. 
Die Stammzellen wurden in Roux-Flaschen gehalten. 


Kammer zur phasenkontrastoptischen Beobachtung: 

Die Beobachtung wurde in einer von Schw6 bel [23] entwickelten Zellkammer 
aus Keramik gemacht. deren runde Offnung beiderseits durch Deckglaser verschlos- 
sen war. Eine seitlich angebrachte Bohrung erméglichte durch ein Schlauchsystem aus 
PVC, im Gegenstromprinzip eine kontinuierliche Durchstrémung mit Nahrfliissigkeit, 
die mit einem Gasgemisch aus 93% O. und 5% CO, gesattigt wurde, um eine ge- 
niigende O.-Versorgung der Zellen zu gewahrleisten. Als Erhaltungsmedium diente 
die gleiche Fliissigkeit wie oben beschrieben. lediglich mit einem auf 2% reduzier- 
ten Zusatz von Kalberserum. Der [ndikator (Phenolrot) wurde bei der Beschickung 
der Kammer nicht zugegeben, um méglichst kurze Belichtungszeiten wahlen zu 
k6énnen, 


Photoeinrichtung: 

Als Aufnahmekamera diente die Zeiss-Winkel-Mikrozeitraffer-Apparatur nach 
Michel. Der Objekttisch wurde elektrisch geheizt (Modell der Fa. E. Leitz, Wetz- 
lar). Dariiber war eine ringférmige Kappe gestiilpt, um ein Abstrémen der auf 
36,5°—37° C erwarmten Luft zu verhiiten. Die Phasenkontrasteinrichtung stammte 
ebenfalls von der Fa. E. Leitz. Es wurden ein Heine-Kondensor und normal 
absorbierende Objektive mit positivem Phasenkontrast benutzt. Die Zeit wurde auf 
1/s99 gerafft, das entspricht einer Aufnahmefrequenz von zwei Bildern pro Minute. 
Als Filmmaterial diente Perutz Perkine 17 N, 35 mm. Durch die Unterbrecherschal- 
tung der Kamera wurde das Objekt nur wahrend der Aufnahme belichtet. Die 
erarbeitete Kopie mit 1377 Aufnahmen [26] wurde sowohl im Laufbild, als auch 
mittels der Teilbildanalyse nach Kuhl [24] ausgewertet. 


Ergebnisse 


Bei der Beobachtung von Kulturen kontinuierlicher Stamme fallen 
feinste oder auch dickere Plasmaverbindungen zwischen den Zellen auf. Thre 
Zahl und Form andert sich standig. Die im Cytoplasma der Zellen vorhan- 
denen Granula erscheinen als kleinere grauschwarze oder gréfere licht- 
brechende Kérnchen, die sogenannte .Granulabewegungen™ ausfiihren. 

Eigene phasenkontrastoptische Beobachtungen haben ergeben, daf 
gelegentlich der Ubertritt eines Granulum von einer Zelle in eine andere 
vorkommt, eine Feststellung, die bereits A. Fischer [3| 1930 unter vollig 
anderen Kulturbedingungen gemacht hat. Diese Zellverbindungen kénnen 
also einen Stoffaustausch erméglichen. 





Phasenkontrastmikroskopische Befunde zur Bildung mehrkerniger Kulturzellen 29 


Es soll im folgenden eine Beobachtung mitgeteilt werden, die an unbe- 
impften KB-Zellen gemacht wurde: An einer Stelle wurde die Wanderung 
eines Granulum von einer Zelle in eine andere beobachtet. Nach Beginn der 
Zeitrafferaufnahmen lie sich an einer anderen Stelle des gleichen Abschnitts 
zwischen drei Zellen im Laufe des Tages ein immer hiaufigerer Austausch 
von Granula und ein fast vollstandiges Verschwinden der Zellgrenzen be- 
merken. Die etwas vereinfachten Abbildungen 1—3 geben die drei Zellen 
zu verschiedenen Zeitpunkten wieder, die Abbildungen 4—6 sind Aufnah- 
men aus dem Film. Teilbild (TB) 6 ist eine Aufnahme zu Beginn der 
Beobachtungszeit, TB 576 wurde etwa 5 Stunden und TB 1340 11 Stunden 
spater aufgenommen. 


TB. 576 TB. 1340 
Abb, 1—3. Halbschematische Zeichnungen aus der Teilbildanalyse, TB 6 zeigt die 
Zellen am Anfang der Filmaufnahme noch fast ohne Zellverbindung. Die Granula 
sind als Punkte dargestellt. In TB 576 sind nur noch kleine Reste des Interzellular- 
spaltes vorhanden, ebenso in TB 1340. 


Aus den Abb. 1—6 geht ein weitgehender Verlust der Zellgrenzen her- 
vor. Es muff erwahnt werden, daf der Verschmelzungsprozef, wie er sich 
aus der Teilbildanalyse ergibt, nicht kontinuierlich ist, sondern sistiert bzw. 
zeitweise sogar riicklaufig wird. 

Beim Studium der Abb. 1—6 ergeben sich folgende Fragen, soweit sie 
sich morphologisch fassen lassen: In welcher Weise andern sich die Plasma- 
verbindungen bzw. -grenzen, und wie verhalten sich die Granula im Ver- 
laufe der Verschmelzungsvorginge. Es wurden deshalb die Bewegungen 
der Granula an den Interzellularspalten genauer analysiert. 

Zur besseren Orientierung wurde ein TB (Abb. 7) mit Zahlen versehen, 
die jene Stellen bezeichnen, die genauer untersucht wurden. Sie sollen der 
Reihe nach besprochen werden. Die Wechselpfeile bezeichnen die Stellen 
mit Granulaaustausch. 

1. An der Stelle, an der die Zelle I] an die Nachbarzelle grenzt, ist zeit- 
weise ein Spalt zu erkennen, der jedoch bald darauf wieder verschwunden 
ist. Es wird vermutet, daf® sich der Rand der einen Zelle ,dachziegelartig™ 
iiber den Rand der angrenzenden Zelle legt und somit zeitweise den Spalt 


verdeckt. 
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2. In diesem Bereich ist der Interzellularspalt besonders instruktiv, da 


sich hier gut zeigen laBt, da .scheinbare“ und echte Verschmelzungen auf- 


Abb. 4—6. Teilbildserie aus dem Mikro- 
zeitrafferfilm. In TB6 sind die Zell- 
grenzen und einige Zellverbindungen 
deutlich zu erkennen. Bei den Punkten 
im Plasma handelt es sich um Granula. 
Der Kern der groBen Zelle ist deutlich, 
die beiden anderen Kerne nur undeut- 
lich auszumachen. In TB 376 sind 
Granula .zwischen” den Zellen zu 
beocbachten. Die dunklen Stellen am 
Rand der Zelle III sind die umgeschla- 
genen Teile des in standiger Bewegung 
befindlichen Plasmasaumes, In TB 1340 
sind die Zellgrenzen fast vollstandig 
verschwunden. 


treten kénnen, die einige Zeit spater zuriickgebildet werden. lm Bereich 
der Zellbriicken ist ferner das Verhalten der Granula auffallend. Abb. 8 
gibt die Vorgange schematisch wieder. 
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Zu Beginn der Aufnahmen lassen sich zwei Zellverbindungen a und b, 
spater eine dritte c feststellen. Granula befinden sich an dieser Stelle 
lediglich in Zelle Il, so da® ein Uberwechseln nach Zelle IIL gut erkennbar 
sein miiBte. Eine solche Wanderung wurde jedoch nie beobachiet. 

Schon von TB12 ab und spiater noch mehrfach scheinen Granula im 
Interzellularspalt zu liegen oder hineinzuwandern. Jedoch bezieht sich 
diese Lage oder Wanderung nur auf schmale Streifen eines fast vollstaindig 
kontrastlosen Ektoplasma. 

Von TB 2 bis TB 52 .tanzt™ ein Granulum im Bereich der Briicke a auf 
Seite 6 der Zelle Il, ohne den Weg in die Zelle III zu finden. In TB 54—%6 
wandert ein weiteres Granulum in die Briicke a hinein, wird jedoch, wie 

es im Laufbild scheint, kriftig zu- 
riickgeschleudert, ein Vorgang. der 
noch 6fter auch bei anderen Zell- 
briicken beobachtet wurde. 


I 
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Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. Halbschematische Darstellung von TB6. Die beschriebenen Zellen wurden 
mit rémischen Ziffern (I, If und II[) bezeichnet. Die arabischen Ziffern geben die 
besonders untersuchten Stellen an, die Wechselpfeile kennzeichnen die Ubertritts- 
stellen der Granula. 
Abb, 8. Vereinfachte Zeichnung des Inierzellularspaltes an Stelle 2 zwischen Zelle Il 
und IIf. a, b und ¢ stellen Zellverbindungen dar. Weg eines Granulum, das in die 
Zellbriicke b einwandert und .zuriickgeworfen* wird, obgleich das Plasma der 
Briicke sich optisch nicht von dem angrenzenden Plasma der Zellen unterscheidet. 


Von TB 138 ab ist eine schmale Briicke zwischen Zelle Il und II erkenn- 
bar. In der Zeit, in der die TB 200—260 aufgenommen wurden, laBt sich 
keine Zellgrenze mehr feststellen, an Stelle des Interzellularspalies ist eine 
etwas hellere Plasmazone zu erkennen. Hier besteht die Méglichkeit. da? 
es zu einer Verschmelzung der Ektoplasmaschicht gekommen ist, die nur 
eine geringe Dicke aufweist. so da den Granula der Weg in die benach- 
barte Zelle trotzdem versperrt ist. In den Pausen zwischen den Aufnahmen 
wurde versucht, durch Fokussieren Reste des Interzellularspaltes auszu- 
machen, jedoch ohne Erfolg. 

In TB 272 ist nun die Plasmabriicke b feststellbar und die Briicke a wie- 
der sichtbar geworden. Von TB 460 an ist eine weitere Briicke c feststellbar. 
in der ein Granulum sogar 4 Minuten bewegungslos verharrte. bis es seinen 
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Weg zuriick in Zelle Il] nimmt. Man hat den Eindruck, da diese Granula 
regelrecht in der Zellbriicke steckenblieben. Dieses ,Steckenbleiben* 
ist an den Briicken a, b und © noch mehrmals zu beobachten. 

In TB 870—890 wandert ein Granulum von der Stelle 2 in Richtung auf 
die Stelle 3 (siehe Abb. 7) und wird dann unsichtbar. Wabrscheinlich ver- 
schwindet es in der Tiefe des Plasma. 

3. und 4. Von TB 138 ab ist eine Zellverbindung zu erkennen und in den 
TB 170—174 wandern Granula erstmals von Zelle III nach Zelle II. 

5. An den Stellen 4 und 5 der Abb. 7 sind ab TB 200 nur noch undeutliche 
Reste des Interzellularraumes zu erkennen, die von TB 400 an viollig ver- 
schwinden. Sie werden jedoch in den TB 800—900 voriibergehend wieder 
sichtbar. 

Wiahrend in den TB 200—260 vor der vélligen Verschmelzung der Zellen 
II und III an dieser Stelle ledighich jener helle, kontrastarme Saum, wie er 
oben beschrieben wurde, zu erkennen war, kommt es etwa von TB 400 ab 
— zuerst selten, dann immer haufiger — zu einem Austausch von Granula, 
die in der zweiten Halfte des Filmes an der Stelle des verschwundenen 
Spaltes .tanzen“ und damit die véllige Verschmelzung in diesem Bezirk 
anzeigen. 

6. Die Stelle des Zusammenireffens der 3 Zellen zeigt in den ersten bei- 
den Dritteln der Beobachtungszeit von insgesamt etwa 13 Stunden Reste 
des Interzellularspaltes in wechselndem Ausmafi und Form. Im letzten 
Dritiel des Films hat man den Eindruck, daf in diesem Bereich mehrfach 
von allen Seiten Granula einzuwandern suchen, jedoch von einer nicht 
erkennbaren Barriere zuriickgehalten werden. 

7. Dieser Abschnitt wird etwa von TB 400 ab sehr uniibersichtlich, da 
sich der Kern der Zelle II] unter Pendelbewegungen in Richtung auf die 
Zellgrenze bewegt hat, und der Kern der Zelle | ihm entgegengewandert ist. 
Vorher kommt es jedoch zu deutlich erkennbarem Austausch von Granula. 
In der peripheren Halfte der Grenze klafft gegen Ende der Aufnahmen 
ein relativ breiter Spalt zwischen beiden Zellen. 

8. An dieser Stelle ist vom TB 120 ab kein Interzellularspalt mehr zu er- 
kennen. Mehrfach sind Ubertritte von Granula in beiden Richtungen zu 
beobachten. 

9. In den TB556, 646—649 und 1087—1088 nihern sich Granula von 
beiden Seiten bis auf etwa zweifachen Granuladurchmesser, kehren dann 
aber in die jeweilige Zelle zuriick. Es kommt nicht zu einem Austausch von 
Granula. 

AbschlieBend sei noch eine Frage der Nomenklatur angeschnitten. Bei 
der Beschreibung von Filmaufnahmen, von Bewegungen, lassen sich Wen- 
dungen wie: ..... die Granula wandern”™, oder .... es wird zuriickgeschlen- 
dert“, nicht ganz vermeiden. Diese Ausdriicke sind insofern nicht korrekt, 
als sie eine aktive oder passive Bewegung ausdriicken, obgleich iiber 
die Ursache dieser Vorginge keine Aussage gemacht werden kann. Es wurde 
dennoch diese Art der Beschreibung gewahlt. um langatmige Umschreibun- 
gen zu vermeiden. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Die Bedeutung der Zellverschmelzung als einer der Wege, die zur Bil- 
dung mehrkerniger Riesenzellen fiihren, gab Veranlassung, diesen Vorgang 
genauer zu untersuchen. Insbesondere war es notwendig, Kriterien fiir eine 
vollzogene Briickenbildung zu finden. 


Die untersuchte Zellgruppe ist insofern besonders interessant, als sie 
mit groRer Wahrscheinlichkeit von einer Zelle abstammt. Bereits zu 
Beginn der Untersuchung hat es den Anschein, als ob alle 3 Zellen durch 
mehrere Plasmabriicken in Verbindung stiinden. Es ergaben jedoch die 
Beobachtungen an der Stelle 1 (Abb.7), da& das Phanomen der ,,Uber- 
lappung* Zellverschmelzungen vorzutaiuschen vermag. Die Uberlagerung 
diinner Plasmasiume kann bei weniger sorgfaltigen Beobachtungen leicht 
zu Trugschliissen fiihren. Die Tatsache, daf einmal vorhandene Zellbriicken 
wieder ,,verschwinden“ kénnen, sei es nur optisch durch geringer werden- 
den Kontrast, oder sei es, da das Ektoplasma tatsichlich zuriickweicht, 
erleichtert durchaus nicht die Beurteilung eines Verschmelzungsprozesses. 
Hinzu kommt, daf die Feststellung der flachenhaften Ausdehnung 
einer Zellbriicke noch wenig iiber den Querschnitt und damit iiber das fiir 
den Stoffaustausch wesentliche Volumen aussagt. Die Be- 
obachtungen des Verhaltens der Granula in den Zellbriicken lassen mehrere 
Schlu@felgerungen zu: 


1. Die optisch ,scheinbar“ aus einem einheitlichen Protoplasma beste- 
hende Zellverbindung kann in Wirklichkeit von 2 aneinanderstofenden 
Ektoplasmafortsatzen gebildet werden, ohne daf die Zellgrenzen aufgelést 


wurden. In diesem Fall werden die Granula an der noch bestehenden Zell- 
grenze zuriickgehalten, ja sie ,prallen* davon ab und werden sogar in die 
Zelle zuriick,,geschleudert*. Bei der Beobachtung solcher Vorginge mu man 
sich die grofe Zeitraffung (*/,,.) bei der Betrachtung des Laufbildes vor 
Augen halten; daf das Zuriickprallen fiir unser Zeitmoment sehr langsam 
ablaiuft, andert jedoch nichts an der Giiltigkeit dieser Aussage. 


2. Der Querschnitt der Briicke ist noch sehr gering, ein Durchtritt von 
»Granula“ noch nicht méglich. Dem Transport submikroskopischer Partikel 
ware zwar bereits eine Verbindung geschaffen, jedoch muf ein sicheres 
Kriterium fiir eine echte Plasmaverschmelzung vorhanden sein. Wie die vor- 
liegenden Beobachtungen ergaben, kénnen Granula in einer vollig homo- 
genen Zellbriicke .,stecken*-bleiben. Erst der Ubertritt eines solchen Partikels 
zeigt uns im mikroskopischen Bereich die Verschmelzung an, es ist ein aus- 
gezeichneter, da natiirlicher Indikator. Es kommt weniger auf die 
Frage an, von welchem Zeitpunkt an ein Stoffaustausch méglich ist, sondern 
zuniachst miissen wir uns beschranken festzustellen, ob wirklich eine durch- 
gehende Zellverbindung vorhanden ist. Die zeitliche Differenz zwischen der 
ersten, innigen Beriihrung zweier Zellen und der Ausweitung der Verbin- 
dung zu einem Querschnitt, der den Durchtritt eines Granulum erlaubt, laRt 
sich durchaus mit in Kauf nehmen. Oft wird das Uberwechseln von Granula 
aus der einen Zelle in die andere erst auf eine Zellbriickke aufmerksam 
machen. 

Protoplasma, Bd. LIV/1 
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Zusammenfassung 


Es werden Verschmelzungsvorginge zwischen 3 Zellen einer Kultur des 
kontinuierlichen KB-Zellstammes beschrieben, die mit Hilfe des Phasen- 
kontrastverfahrens und des Mikrozeitrafferfilms untersucht wurden. Die 
Verschmelzung ist kein in einer Richtung gleichmafig fortschreitender 
Prozef, sondern er kann zeitweise zum Stillstand kommen oder sogar riick- 
laufig werden. Optisch homogene Zellbriicken miissen noch keine Zellverbin- 
dung darstellen. Ein sicheres Kriterium fiir eine Plasmabriicke von Zelle zu 
Zelle ist der Ubertritt von Granula. 
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Wirkung cancerogener Stoffe 


Einleitung 


Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit ist die Tatsache, daf iiber 
cancerogene Wirkung der in zahllosen Tierexperimenten als aktiv erwiese- 
nen Stoffe bei Pflanzen iiberraschend wenig bekannt geworden ist. 


In der eingesehenen Literatur waren nur die folgenden Arbeiten aufzufinden: 

R. Bauch (1942) erhielt nach Behandlung von Bierhefe mit 3, 4-Benzpyren und 
und 1, 2;5,6-Dibenzanthrazen Gigasformen (z. T. erblich konstante), die eine kraf- 
tige Garung aufwiesen. Die Erzeugung solcher Gigasformen ist aber nicht auf Can- 
cerogene beschrinkt, sondern sie gelingt auch mit anderen Stoffen; auferdem ist 
fraglich, ob der Gigascharakter iiberhaupt eine Beziehung zum ,,Krebs-Zustand“ 
aufweist. 

M. Levine (1939) erzielte mit o-Aminoazotoluol an Bryophyllum daigremon- 
tanum crowngall-artige Tumoren (Zahlenangaben fehlen!). Die Untersuchung des 
ausfiihrlicher beschriebenen Tumors erfolgte nur makroskopisch, es wurde also 
keine Kontrolle auf Bakterien durchgefiihrt. Daher darf die Richtigkeit der aus den 
Versuchsergebnissen gezogenen Schliisse in Frage gestellt werden. 

I. Kisser und L. Lindenberg (1941) erhielten mit Hartpech, Teerél und 
1,2-Benzpyren in Pastenversuchen an Sambucus nigra, Pelargonium zonale, Nico- 
tiana graveolens und Solanum lycopersicum aufer Blattschidigungen eine Be- 
schleunigung und Intensivierung der Holz- und Kallusbildung. Maligne Tumoren 
waren nicht aufgetreten. 

H. Weyland (1948/49) untersuchte an vier verschiedenen Pflanzen die durch 
o-Aminoazotoloul und 3, 4-Benzpyren erzeugten Mitosestérungen und Entwicklungs- 
defekte. Er fand in der ersten Phase der Behandlung eine starke Beschleunigung 
der Mitose, dann unspezifische Kernschédigungen; dasselbe gilt fiir die Ostrogene 
Cyren B (Stilbéstroldipropionat) und Ostron. Carcinogene bewirken nach seinen 
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Befunden Verwachsungen und Degenerationen, besonders an den Bliitenorganen 
sowie Gréfenschwankungen von Zellen und Zellkernen. Angaben iiber eine maligne 
Entartung der Zellen liegen nicht vor. 

H. Nothdurft (1949) erhielt mit 3,4-Benzpyren und 7-Methylcholanthren an 
Tomaten miitterlich vererbbare Abiénderungen an Plastiden, Friichten usw. Eine 
ausreichende Analyse zur Kliérung von Art und Ort der Erbanderung wurde nicht 
durchgefiihrt; die Effekte kénnen auch kaum als Teilerscheinungen einer Canceri- 
sierung aufgefaft werden. 

J. Reinert (1952) kultivierte Prothallien von Stenochlaena palustris (Farn) in 
wisserigen Lésungen von 3,4-Benzpyren und beobachtete das Flachenwachstum. 
Bei einer Konzentration von 1 : 1250.000 Bp./Nahrliésung stieg das Wachstum iiber 
den Wert der Kontrolle an, ebenso verhielt sich der Gehalt des Pflanzengewebes an 
IES. Verwendete er eine Konzentration von 1 : 500.000, so wurde das Wachstum 
gehemmt und der Gehalt der Gewebe an IES sank unter den Kontrollwert ab. Eine 
maligne Entartung der Zellen trat nicht ein. Das krebserzeugende Benzpyren soll 
nach Ansicht des Autors in die Vorginge eingreifen, welche den Wuchsstoffhaushalt 
kontrollieren. M.E. fehlen aber in dieser Arbeit Parallelversuche mit mehreren 
carcinogenen Stoffen verschiedener Grundkonstitution; ferner ist die Frage nicht 
beriicksichtigt, ob die beobachteten Effekte lediglich auf cancerogene Stoffe be- 
schrankt sind oder ob sie auch durch nicht-krebserzeugende Substanzen hervor- 
gebracht werden kénnen. 

P. Michaelis (1949) kiindigt (auf S. 229) eine ausfiihrliche Untersuchung der 
Wirkung cancerogener Stoffe auf seine hierfiir in gewisser Hinsicht besonders giin- 
stigen Objekte (Epilobium-Bastarde) an. Ein Bericht iiber diesbeziigliche Ergebnisse 
war aber in der eingesehenen Literatur nicht aufzufinden. 


Bei der Akiualitat des Krebsproblems ist es so gut wie sicher, da noch 
weit mehr Versuche mit cancerogenen Stoffen an Pflanzen unternommen 
wurden. Ihre Ergebnisse miissen entweder vollig negativ gewesen sein oder 
so unspezifisch, da auf eine Veréffentlichung verzichtet wurde. In gleicher 
Richtung deutet die Tatsache, da® seit vielen Jahrzehnten unbeabsichtigte 
Experimente gréBten Umfanges, ebenfalls ohne positives Ergebnis laufen, 
namlich die Anwendung von teer- und arsenhaltigen Mitteln im Pflanzen- 
schutz. Besonders instruktiv ist in dieser Beziehung der mit hoher Wahr- 
scheinlichkeit auf das Arsen zuriickzufiihrende ,,.Winzerkrebs* (F. Roth 
1956): Wahrend der Arsengehalt des Mostes noch geniigt, um bei vielen 
Winzern nach chronischer Inkorporierung multiple Tumoren in grofer Zahl 
zu erzeugen, riefen die Pflanzenschutzmittel (die Quellen des Arsens im 
Most) an den Weinstécken trotz jahrelang wiederholter (chronischer!) An- 
wendung keinerlei tumorése Gewebswucherungen hervor. Auch bei der 
haufigen Verwendung teerhaltiger Lésungen zur faulnishemmenden Behand- 
lung frischer. Wunden an Baumen miifte eine cancerogene Wirkung auf- 
gefallen sein, um so mehr, als hier auferdem noch die Einwirkung der Mittel 
anfangs zeitlich zusammenfallt mit zellteilungsstimulierendem Verwun- 
dungsreiz. 


Eine zweite Deutungsméglichkeit fiir das Fehlen positiver Berichte wiire 
die ungeeignete Methodik. Schon beim Eindringen in den Pflanzenkérper 
-— sei es durch die unverletzte Epidermis der cberirdischen Organe, durch 
das intakte Wurzelsystem, von Wunden aus diffundierend oder von Stengel- 
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schnittflichen aus mit dem Transpirationsstrom aufsteigend -— finden die 
Stoffe hier andere Permeationsverhaltnisse vor als beim Tier; insbesondere 
die geringe Wasserlislichkeit vieler cancerogener Stoffe macht hier Schwie- 
rigkeiten. 

Ferner ist aus zahlreichen Tierversuchen bekannt, daff die Giftigkeit 
eines Stoffes — und dementsprechend die angewandte Konzentration — 
nicht zu gro sein darf; das durchtrankte Gewebe darf nicht sehr schwer 
geschadigt werden, denn es muf ihm eine Umstellung in den ,,Krebszustand* 
und eine erfolgreiche Behauptung gegeniiber dem gesunden Gewebe noch 
erméglicht werden. Hohe Konzentration, wie sie haufig angewendet wird, 
um ,,sicher* ein positives Ergebnis zu erhalten, kann hier gerade den umge- 
kehrten ,,Erfolg“ haben. 

Ebenso ist aus den Tierversuchen bekannt, da zwischen dem Beginn der 
Anwendung eines Mittels und dem Einsetzen einer Hyperplasie eine — ins- 
besondere bei niederen Konzentrationen — oft jahrelange Latenzzeit ver- 
streicht, waihrend welcher der Stoff scheinbar véllig wirkungslos ist. Auch 
diese Méglichkeit diirfte bei Experimenten sehr oft nicht beachtet worden 
sein. 

SchlieBlich ist auch noch damit zu rechnen, daf es bei den Pflanzen — wie 
bei den Tieren — gut und schlecht reagierende Arten gibt und die bisher 
beniitzten Objekte zufallig alle zu den letzteren gehéren. 

Eine dritte Deutungsméglichkeit ware, da die am Tier hochaktiven 
Stoffe bei Pflanzen mangels gleichartiger intrazellularer Reaktionspartner 
tatsachlich keinen Krebs erzeugen kénnen, daf aber Stoffe von anderem 
Typus dazu imstande sind. Als solche kamen vielleicht die vielerlei, das 
Teilungs- und Streckungswachstum stimulierenden Wuchsstoffe in Frage, 
sowohl die ,,unnatiirlichen*, wie die natiirlichen, von Bakterien, Pilzen und 
Insekten abgesonderten Stoffe (Abb. 42 und 43). 


Damit sind die zwei entscheidenden Fragen aufgeworfen: 

1. Ist das, was bei Pflanzen als ..Krebs* bezeichnet wird, iiberhaupt dem 
tierischen Krebs homolog? Nur in diesem Fall diirfte erwartet werden, daf 
sich an Pflanzen mit den gleichen Mitteln wie am Tier Tumoren erzeugen 
lassen. 


2. Sind die Veranderungen, die sich bei der Cancerisierung einer Tier- 
zelle abspielen, von solcher Art, daf sie bei Pflanzen gar nicht auftreten 
konnen? 


Die Homologiefrage ist derzeit noch véllig offen; die Meinungen der 
Autoren gehen hier weit auseinander. Immerhin ist unverkennbar, da die 
allgemeinsten und wichtigsten Kennzeichen tierischer Tumoren auch auf die 
Crowngalls und die Tabaktumoren zutreffen: 


Aufhebung der entwicklungsphysiologischen Koordination und hohe Tei- 
lungsaktivitat, 

hohe und starker proteotrophe Proteinsynthese, 

verringerte Gewebe- und Zelldifferenzierung, 
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Reproduktion des ,,Krebs“zustandes mittels Teilungswachstums in Ab- 
wesenheit des induzierenden Agens, 


zahlreiche Mitoseanomalien und oft abweichende Chromosomenzahlen. 


Beachtenswert ist auch die Parallele im zeitlichen Ablauf der Geschwulst- 
entstehung bei Tier und Pflanze (Crowngall): 


Tier Crowngall 


Noxe Bakterium 


| 


eancerisierte Zelle Induktion 
| 


+ Hormone 


| (Ostrogone ?) 


+ Wuchsstoffe 
(IES) 


| 


Tumorkeimanlage 
Pracancerose Transformation 


Tumor Tumor 


Dennoch kénnen alle diese auffallenden Parallelen auch im Sinne einer 
Analogie aufgefaft werden, da an Pflanzen der Alterskrebs und an Tieren 
bakterieller Krebs unbekannt ist. 


Um die zweite Frage priifen zu kénnen, ob die Pflanzenzelle ihrer Or- 
ganisation gemaf iiberhaupt in der Lage ist, die fiir das Tier cancerogenen 
Noxen mit einer gleichartigen Reaktion zu beantworten, ist es notwendig, 
die Vorgange in der Zelle, die als mafgeblich fiir den tierischen Canceri- 
sierungsproze angesehen werden kénnen, genauer zu betrachten. Die 
~innere Antwort der Tierzelle auf eine cancerogene Noxe ist heute noch 
unbekannt, die Anschauungen gehen daher stark auseinander und tragen 
weitgehend hypothetischen Charakter. 

1. Die Mutationstheorie wurde von K. H. Bauer (1949) aufgestellt. Der Autor 
sagt: .Krebs ist eine somatische Mutation.“ Er legt kein Organell fest, das bei der 
Cancerisierung mutieren soll, sondern spricht nur von einem .,Steuerungszentrum“, 
an dem sich die Veranderung abspielen soll. 

Th. Boveri (1912) kam auf Grund seiner Versuche mit polysperm befruchteten 
Seeigeleiern zu der Vermutung, daf ein abnormaler Chromatinbestand in der Zelle 
die Ursache der Krebsentstehung sein kénnte. 

C. D. Darlington (1948) glaubt, da& genetisch wirksame cytoplasmatische 
Bestanditeile, die ,.Plasmagene“ unter dem Einflu8 von Cancerogenen zu Proviren 
mutieren. Die Stoffwechseleinfliisse dieser Proviren und ihre weitere identische 
Reproduktion wiirden dann die betreffende Zelle samt ihren Deszendenten zur 
Krebszelle machen. 

Auch H. Nothdurft (1948) kam durch seine Versuche zu der Anschauung, 
daB der Ort“ der Mutation im Cytoplasma liegen miisse. 

H. Breider (1951) sucht die Ursache fiir eine Cancerisierung in einer Inakti- 
vierung des Genoms (vermutlich meint der Autor nur diejenigen Gene, welche eine 
Spezialisierung der Zelle einleiten?), die durch eine Abanderung des cytoplasmati- 
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schen Zustandes veranlaft sein soll. Die’ plasmatische Abianderung selbst soll durch 
die cancerogene Noxe verursacht werden, 

P. Michaelis (1948, 1949) ist der Ansicht, daf unter der Einwirkung der 
Cancerogene das quantitative Organellverhaltnis im extranukledren Idioplasma 
der Zelle so verschoben wird, daft eine physiologische Disharmonie entsteht. 

2. In der Krebshypothese von O. Warburg (1959) wird die aerobe Glycolyse 
als ein Charakteristikum fiir cancerisierte Zellen angegeben; dabei soll zuerst 
die aerobe Glycolyse und dann erst die Malignitaét auftreten. Uber Verlust, struk- 
turelle Verinderung oder Umkombination von Zellorganellen aufert sich der Autor 
in letzter Zeit nicht mehr. In einer friiheren Abhandlung (1955) vertrat der Autor 
die Ansicht, da mit der Atmungsverminderung ein .,Weniger an Struktur* (welcher 
wird nicht gesagt) verbunden sei. 

A. Graffi wies eine Speicherung von cancerogenen Kohlenwasserstoffen in 
den Mitochondrien der Zellen von Hefe (1939) und der Mauseepidermis (1940) nach. 
Deshalb sucht der Autor den ,,Ort“ der Veranderung in den Mitochondrien, die Ver- 
anderung selbst soll ,.mutationsaihnlich* sein (1953). 

3. H. v. Euler, F. Kébl und O. Schmidt (1941) sehen als innere Ursache 
fiir die Cancerisierung tierischer Zellen den Einbau von d-Aminosauren an (der 
Befund selbst ist aber umstritten — J. A. Miller 1950). 

4. Die Hypothese der Keimausschaltung wurde von Conheim aufgestellt. [hr 
zufolge sollen embryonale Inseln (Relikte) in ausdifferenziertem Gewebe Ursache 
und Ausgangsorte fiir eine Entstehung von Tumoren darstellen. W. Ribbert 
(1911) erweiterte diese Hypothese und sieht den Ausgangspunkt fiir die Geschwulst- 
bildung in einer (z. T.) postnatalen Gewebeverlagerung. 


Die hier anhand der wichtigsten ,,Krebshypothesen* erlauierten Vor- 
stellungen iiber die Natur des Primarvorganges bei der Cancerisierung 
und das Wesen der tierischen Krebszelle postulieren Ereignisse wie Muta- 
tionen im nuklearen und extranukledren Erbgut, selektive Verainderungen 
des Mischungsverhaltnisses extranukledrer Organelle, Disharmonien zwi- 
schen Genom und Plasmon, permanente Veranderungen in der Gréfe der 
Atmung, Entdifferenzierung von Zellen und Geweben, Enthemmung des 
Teilungswachstums. Als Orte der primaren irreversiblen Veranderung 
werden vor allem der Kern und die Mitochondrien genannt. Wieweit diese 
Vorstellungen der Wirklichkeit entsprechen, ist zwar noch immer nicht 
bekannt. Fiir die dieser Arbeit zugrunde liegende Vorstellung ist es aber 
wichtig, daf keine dieser Hypothesen einen Vorgang oder Zustand als 
Ursache nennt, der nicht auch in einer Pflanzenzelle méglich ware. 


Diese Feststellung wird noch unterstrichen durch die Tatsache, daf ja bei 
Pflanzen wirklich Gewebswucherungen vorkommen, die nach ihrem Aus- 
sehen von jeher als ..Krebs“ bezeichnet wurden und von denen durch sterile 
Transplantation und Gewebekultur sogar eine gewisse Konstanz und Auto- 
nomie nachgewiesen wurde. Weiter kommt hinzu, daf auch im Gefolge von 
Bestrahlung bei Pflanzen auferlich ahnliche Wucherungen aufgetreten 
(E. Stein 1942, L. A.Schairer et al. 1959) und daf auch virus-induzierte 
Hyperplasien (L. M. Black 1952) bekannt sind. Um so erstaunlicher bleibt 
die Unwirksamkeit von chemischen Cancerogenen an der Pflanze, da diese 
Substanzen im Tierversuch doch so hochgradig und spezifisch aktiv sind. 
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Experimenteller Teil 
Auswahl von Objekten und Methoden 


Bei der Auswahl der Objekie und Methoden fiir die vorliegenden Unter- 
suchungen wurden die oben besprochenen mdglichen Ursachen fiir die 
bisherigen sparlichen und meist negativen Ergebnisse besonders beriick- 
sichtigt. 


Da der Grund fiir ein negatives Versuchsresultat u.a. auch in einer 
ungeeigneten Methodik liegen kénnte, wurden folgende Verbesserungen 
eingefiihrt: 


1. Die wegen der duferst geringen Wasserléslichkeit, insbesondere der Kohlen- 
wasserstoffe, bisher vielleicht zu geringe Konzentration wurde durch geeignete 
Lésungsvermittler erhéht. 

2. Bei starker giftigen Stoffen wurde darauf gesehen, eine Konzentration anzu- 
wenden, die auch bei wochenlanger Behandlung noch vertragen wird, um die im 
Tierversuche so besonders wichtige chronische Einwirkung priifen zu kénnen. 


3. Da mit der Méglichkeit einer langen Latenzzeit gerechnet werden muBte, wur- 
den Behandlungs- und Beobachtungsdauer solange als méglich ausgedehnt. 


4. Im Tierversuch sind aufer der Umstimmung der Zellen auch gute Reali- 
sationsbedingungen fiir die Tumorentwicklung ndétig, z. B. traumatische Reize, 
Sauerstoffmangel, Hilfsstoffe wie Crotonél. Da es durchaus méglich ist, daf das 
Fehlen entsprechender. aber noch unbekannter, Voraussetzungen bei Pflanzen nur 
zu Teilerscheinungen der Cancerogenese fiihri, die bisher iibersehen oder als solche 
nicht erkannt wurden. Nach Méglichkeit sind wenigstens Verwundungsreize und 
Sauerstoffmangel angewandt worden. 


Um im Falle eines positiven Resultats sicherer zu sein, daft eine ursich- 
liche Beziehung zur cancerogenen Wirkung auf die Tierzelle besteht, wurde 
zum Vergleich auch das im Tierversuch nicht cancerogene Azobenzol, sowie 
das im Pflanzenversuch bisher nicht beriicksichtigte Arsen einbezogen. 


Auf Methylcholanthren mute wegen des hohen Preises leider verzichtet 
werden. 


Alle obigen Gesichtspunkte waren mafgebend fiir die Auswahl der Ob- 
jekte. Zur Nachpriifung der wenigen alteren Befunde wurden mdglichst die 
gleichen Arten herangezogen; die neu eingefiihrten niederen Pflanzen sollten 
speziell dem Nachweis von Teilprozessen der Cancerogenese dienen. Die 
naheren Griinde fiir die Wahl sind im Folgenden zu Beginn der Besprechung 
jeder einzelnen Versuchsgruppe genannt. 


Oospora lactis 


Dieser in Kultur sehr leicht zu haltende Pilz wurde in erster Linie heran- 
gezogen, um die Lokalisation der cancerogenen Stoffe in den Zellen und das 
Verhalien der Mitochondrien direkt mikroskopisch zu beobachten. Er bot 
ferner die Méglichkeit diese Stoffe beliebig lange unter Sauerstoffmangel 
einwirken zu lassen (siehe Warburgsche Hypothese); mit griinen Ver- 
suchspflanzen ware dies nur im Dunkeln und fiir relativ kurze Zeit zu 
erreichen. 
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Material und Methodik: 


Getestet wurden die Stoffe Azobenzol (AB)*, p-Aminoazobenzol (AAB), p-Di- 
methylaminoazobenzol (DAB), o-Aminoazotoluol (AT), arsenige Séiure (AS) sowie 
3, 4-Benzpyren (BP). Der Pilz wurde auf einem Nahrboden nach Sabouraud in 
Reagenzglisern herangezogen. 


Die Kultivierung wahrend der Behandlung mit cancerogenen Stoffen erfolgte 
in kleinen Erlenmeyer-Kélbchen mit einem Volumen von 100ml. Es wurden pro 
Stoff 40 ml Fliissigkeit verwendet, die auf zwei Kolben aufgeteilt waren. Als Nahr- 
medium diente eine wasserige Lisung von 5g Pepton und 10g Glukose auf 1000 ml 
Leitungswasser, die nach dem iiblichen Verfahren hergestellt wurde; sie enthielt 
jedoch kein Agar. Die zu testenden Stoffe wurden erst vor dem Sterilisieren zu- 
gesetzt. Da diese basischen bzw. schwach sauren Charakter besitzen, wurden die 
Koélbchen zuerst kurze Zeit (etwa 20 Min.) auf 100° erhitzt, dann rasch in Wasser 
gekiihlt und der Inhalt auf pH 5,8 eingestellt. AnschlieBend wurde bei 120° 20 Min. 
sterilisiert. 24 Std. nach dem Erkalten wurde das pH wiederum nachkontrolliert 
und, falls nétig, korrigiert. Nun wurden die Pilze eingeimpft und die Kolben bei 
27° bebriitet. Die Bestimmung der Menge an gelister Substanz erfolgte durch Kolori- 
metrie (mit dem gleichen Verfahren wurde auch in den iibrigen Versuchen der vor- 
liegenden Arbeit die Konzentration an geléster Substanz bestimmt) — aufer bei 
AS, dessen Liésungsgrenze in Wasser so hoch liegt, daB die gebotene Substanzmenge 
als gelést betrachtet werden kann. 

Fliissiges Kulturmedium wurde deshalb gewahlt, weil hier die Stoffaufnahme 
allseitig erfolgen kann und tagliches Umschiitteln des Inhaltes eine gute Durch- 
mischung bewirkt, was besonders wichiig bei einer langen Beobachtungsdauer ist 
(12. V. bis 11. VI. 1959). Die erste Probe wurde nach vier Tagen (am 16. V.) ent- 
nommen, und zwar je sechs Pilzflocken pro Kélbchen. Die weitere Untersuchung 
erfolgte jeden dritten Tag, wobei die Anzahl der Pilzflocken allmahlich bis zu 20 
gesteigert werden konnte. Zur Farbung der Mitochondrien diente eine fiinfstufige 
Konzentrationsreihe von 0,2 bis 0,001 gr.% Janusgriin B der Firma Dr. Griibler 
u. Co., Leipzig. Die Verteilung der Stoffe in der Zelle wurde, soweit méglich, mit 
dem Fluoreszenzmikroskop verfolgt. 


Ergebnisse: 


Der Schwerpunkt der Untersuchung wurde auf die Mitochondrien ver- 
legt. 

AS. Das cytologische Bild von Oospora. lactis nach Behandlung mit 
10 mg/l zeigt Abb. 1 f. Die Mitochondrien sind in allen Zellen der jiingeren 
Mycelpartien (obere Zelle der Abbildung) nur mafig aufgeblaht, starker 
dagegen in den ilteren Mycelteilen, etwa 5. bis 10. Zelle von der Spitze; dort 
weisen sie auch eine unregelmafigere Lagerung auf (untere Zelle). Die 
l'arbbarkeit der Mitochondrien mit Janusgriin ist vermindert, die Permeabili- 
tat der Zellen fiir Janusgriin erhéht. Die Anzahl der Fettiropfen ist im 
Vergleich zur Kontrolle vor allem in den alteren Mycelteilen gesenkt. 

AB. In 0,25 mg/l treten nach 25 Tagen Behandlung deutliche Involutions- 
formen an den Mitochondrien der Spitzenzelle auf, wie aus Abb.id zu 

1 Im folgenden werden nur noch die hinter den jeweiligen Stoffen in Klammern 
stehenden Abkiirzungen verwendet. 
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entnehmen ist. Die Permeabilitaét dieser jungen Zellen fiir Janusgriin ist sehr 
stark erhdht: es tritt leicht Uberfarbung ein, so daft sich das Cytoplasma 
blau farbt, insbesondere im vorderen Bereich der Spitzenzellen. Fetttropfen 
fehlen im ganzen Mycel fast vdollig. 


AAB wirkte in einer gesattigten Lésung von 9,1 mg/l toxisch. In einem 
Viertel dieser Konzentration nahmen die Mitochondrien rasch eine auf- 
geblahte Gestalt an (Abb.1 g) und ihre Farbbarkeit mit Janusgriin war 
vermindert; die Permeabilitét der Zelle fiir Janusgriin war wiederum er- 
héht. Das Hyaloplasma war optisch bedeutend weniger dicht. 


In AB degenerieren also die Mitochondrien schon in sehr ,,jungen* Zell- 
partien, AS und AAB wirken dagegen bedeutend schwicher. 


AT (Abb. 1 e). Die Mitochondrien bleiben stets gut farbbar, erst in sehr 
alten“ Mycelteilen nehmen sie einen etwas unregelmafigen Umrifi an. 
Hier treten auch Involutionsformen bei einer Konzentration von 40 mg/l auf, 
die aber dennoch gut farbbar sind (in der Abb. die beiden unteren Zellen) 
und an Zahl weit hinter den mit AB erzeugten zuriickbleiben. Die Mitochon- 
drien sind meist von normaler Lange und weisen im Gegensatz zu denen 
nach Anwendung von AS auch in den spitzenfernen Mycelteilen eine nor- 
male Anordnung auf, solange sie noch eine regelmafige Gestalt besitzen. 
Fetttropfen sind haufig, meist von regelmafiger Gestalt und durch das 
geléste Agens gelb gefarbt. 


DAB. In 1,2 mg/l sind die Mitochondrien gut farbbar; ihre Anordnung 
ist — wie aus Abb. 1 c hervorgeht — normal. Sie sind in Langsrichtung ge- 
streckt, aber diese Abweichung vom Normalverhalten tritt viel haufiger ein, 


als bei den bisher besprochenen Stoffen. Die Fetttropfen sind zahlreich, aber 
in der GroBe etwas reduziert; oft weisen die kleinsten eine unregelmafige 
Gestalt auf. 


BP bietet in einer Konzentration von etwa 0,008 mg/l] das gleiche Bild. 
In Abb. 1 b ist die Durchschniirung der iibermafig lange gestreckten Mito- 
chondrien dargestellt. 

Soweit die Stoffe fluoreszieren — alle aufer AS — wurde ihre Verteilung 
in der Zelle mit dem Fluoreszenzmikroskop verfolgt. 

Mit BP weisen die Mitochondrien und Fetttropfen eine sehr deutliche, 
weifblaue Fluoreszenz auf. 

DAB zeigt in den Fetttropfen und Mitochondrien eine violetitblaue 
Fluoreszenz. 

AT fluoresziert blaugriin bis violett. Diese Farben zeigen vor allem die 
Fetttropfen, Spuren davon waren in der Membran, weniger im Hyaloplasma 
zu erkennen. Die Konzentration dieses Stoffes war an der Fluoreszenz ge- 
messen in den lebenden Mitochondrien selbst nur mafig. 

AAB war in der Hauptsache (auf Grund der Fluoreszenz) in der Zell- 
membran lokalisiert. Die Fetttropfen fluoreszierten nur mafig, noch weniger 
die Mitochondrien; doch war der Stoff in diesen Zellorganellen noch in 
héherer Konzentration vertreten als im Hyaloplasma. 


In AB zeigte sich infolge der niederen Konzentration bei der Behand- 
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Abb. 1. Mitochondrien (schwarz) und Fetttropfen (weif) in vegetativen Zellen des 
Mycels von Oospora lactis nach Behandlung mit verschiedenen Substanzen. a Kon- 
trolle, links spitzennahe, rechts spitzenferne Zelle. b Spitzenzelle nach Behandlung 
mit Benzpyren; die Mitochondrien sind gestreckt und vermehren sich lebhaft. 
c Spitzennahe Zelle nach Behandlung mit p-Dimethylaminoazobenzol; Mitochon- 
drien gestreckt. d Spitzenzelle nach Behandlung mit Azobenzol; es treten an den 
Mitochondrien Involutionsformen auf. e Behandlung mit o-Aminoazotoluol; obere 
Zelle spitzennah, die beiden unteren spitzenfern (hier vereinzelt Involutionsformen). 
f Behandlung mit arseniger Séure; die obere Zelle spitzennah, die untere spitzenfern. 
g Zwei Spitzenzellen mit %-gesittigter Lésung von p-Aminoazobenzol behandelt. 
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lung nur eine schwache Fluoreszenz, derzufolge diese Substanz anscheinend 
nur von den Fetttropfen und Mitochondrien aufgenommen wird. 

Da die Pilze nur sehr kleine Zellkerne aufweisen, deren Identifizierung 
sehr schwierig ist, wurde auf eine fluoreszenzmikroskopische Untersuchung 
des Verhaltens der Kerne gegeniiber den cancerogenen Substanzen verzich- 
tet. 


Diskussion: 


Aus den vorstehenden Angaben ist zu entnehmen, daft die Verteilung in 
der Zelle zumindest der fluoreszierenden Stoffe — ihren physikalischen 
Eigenschaften entspricht: je lipophiler der Stoff, desto héher seine Speiche- 
rung in den Mitochondrien und Fetttropfen. Trotz dieser selektiven Speiche- 
rung ist die Giftwirkung auf die Zellbestandteile bei samtlichen hier gepriif- 
ten cancerogenen Stoffen relativ gering, zum Unterschied von dem nicht- 
cancerogenen stark giftigen AB. Der Unterschied pragt sich sowohl im 
Wachstum wie im Zustand der Zellorganelle, vor allem aber der Mitochon- 
drien aus. 


Saccharomyces oviformis 


Dieser Organismus, der an sich die gleichen methodischen Vorteile be- 
sitzt wie Oospora, wurde wegen einiger interessanter Befunde herangezogen, 
von denen ein Zusammenhang mit dem zu erwartenden Problem vermutet 
werden konnte. 

O. Warburg (1955) berichtet, daf cancerisierte Zellen aerobe Glyco- 
lyse zeigen. Nun hat aber R. Bauch (1942) an Bierhefe durch BP Gigas- 
formen erzeugt, die z. T. erblich konstant geblieben sind und B. Ep hrussi 
u. Mitarb. (1949, 1950 und 1956) an Backerhefe mit Trypaflavin in sehr hoher 
Ausbeute eine ebenfalls z. T. erblich konstante Mutation, die er Kleinkolonie 
benannte. Die beiden Hefeformen zeichnen sich dadurch von der Normal- 
form aus, daf ihre aerobe Resigarung bedeutend erhoht ist. 

Diese Ergebnisse legten die Vermutung nahe, daff mit den krebserzeu- 
genden Stoffen bei Hefen méglicherweise eine ahnliche oder gar gleiche 
Abanderung zu erzielen sei, wie sie fiir die tierischen Krebszellen typisch 
zu sein scheint. 


Material und Methodik: 


Da es fiir die vorliegenden Versuche aus verschiedenen Griinden wiinschenswert 
erschien, daB die Hefestimme einen hohen Alkoholgehalt ertragen kénnen, wurden 
zwei besonders hochvergirende Weinhefestimme? verwendet. 

Als Nahrboden fiir die Hefestimme wurde eine 3%ige Lésung des Extraktes 
.Biomalz* mit einem geringen Zusatz von Dorrobstsaft verwendet. Fiir festen Nahr- 
boden wurden noch 2% Agar zugesetzt. Zur Untersuchung kamen die Stoffe AT und 


2 Die Hefestimme wurden freundlicherweise von Prof. L. Genevois, Bor- 
deaux, zur Verfiigung gestellt. Sie fiihren in dessen Institut die Bezeichnung 


88/XIII und 92/XV. Physiologische Daten, S. Domercgq, Annales de Technologie 
(1957). 
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BP. Die Behandlung erfolgte in fliissigem Nahrmilieu. Zu diesem Zweck wurde der 
Inhalt von drei Schragréhrchen in 20 ml Nahrlésung suspendiert, die bis zur Satti- 
gung mit Cancerogen versehen war. Von BP waren 2 mg/20 ml in feinster Vertei- 
lung enthalten, Auferdem wurde eine Kontrollreihe, die nur Nahrlésung enthielt, 
mitverwendet. Damit die Zellen sich mit Agens vollsaugen konnten, wurden die 
K6élbchen mit der Lésung bei 2° iiber 25 Tage aufbewahrt. AnschlieBend wurden 
die Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop auf ihren Gehalt an Agens untersucht. 
Nach Waschen der Zellen erfolgte ihre Aussaat auf Platten. Die Suspension wurde 
soweit verdiinnt, daf etwa 30 Kolonien pro Platte entstehen konnten. Untersucht 
wurden jeweils 250 der kleinsten Kolonien von jedem Stoff und der Kontrolle aus 
jedem der beiden Hefestimme. Die Mitochondrien wurden mit Janusgriin B 
(Fa. Dr. Griibler u. Co., Leipzig) bei einer Konzentration von 0,2 bis 0.01% an- 
gefarbt. 


Ergebnisse : 


Die Ergebnisse seien an Stamm 88/XIII besprochen; der Stamm 92/XV 
verhielt sich genauso. 


Abb. 3. 


Abb. 2. Zellen von Saccharomyces oviformis, a Zelle aus einer Kontrollkultur. 
b Zelle aus einer Konitrollkultur in Teilung. c Kleinzelleé nach Behandlung mit 
o-Aminoazotoluol (grofes Exemplar). 

Abb. 3. Zellen des Typs Kleinkolonie von Oospora lactis. Die Mitochondrien sind 
schwer anfarbbar, die untere Zelle zeigt den rosenkranzartigen Zerfall der lang- 
gestreckten Mitochondrien. 


Zur Identifizierung der Mitochondrien wurde die Erscheinung benuizt. 
daf die Blaufarbung nach Ausschlu von Sauerstoff wieder ausbleicht. Dabei 
ergab sich in Ubereinstimmung mit E. Bautz und H. Marquardt (1954), 
daf die Zahl der Mitochondrien in einer Hefezelle eine Korrelation der Zell- 
groRe darstellt. Auffallig ist dabei die Anordnung der Mitochondrien in der 
Zelle; teilweise scheint es namlich, als ob diese Organelle wie an einem op- 
tisch nicht sichtbaren Faden aufgereiht in deutlich erkennbaren Spiralen 
angeordnet waren (Abb. 2). 

Sobald nach einer Durchschniirung die kleine Tochterzelle die normale 
GroéBe erreicht hat, weist sie die gleiche Mitochondrienzahl wie die Mutter- 
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zelle auf. Die Zahl der angefarbten Mitochondrien wurde in der Kontrolle 
zu durchschnittlich 14 bestimmt, die Abb. 2 a und b gibt solche Zellen wieder. 
Nur ein geringer Teil der Zellen aus der Kontrolle und den behandelien 
Serien wies als Kolonie nach der Aussaat in der Zelle eine geringere Zahl 
und schwachere Farbbarkeit der Mitochondrien auf (Kleinkolonieform — 
Abb. 3); dies war vor allem in den kleineren Kolonien auf den Aussaat- 
platten der Fall, sowohl in behandelten Kulturen als auch in den Kontrollen. 

Daneben trat noch eine weitere Zellform in den Aussaatplatten (aber 
nicht streng kolonieweise!) auf — diese aber nur in behandelten Kulturen. 
Sie sei im folgenden als Kleinzelle bezeichnet. Ihre Zellgrée war etwas 
reduziert (Faktor der Lineargréfe etwa 0,8) und damit ebenfalls die Zahl 
der Mitochondrien, welche mit Janusgriin ebenso farbbar waren und die 
gleiche Gestalt aufwiesen wie die der Normalzellen. 


Es wurden also drei Zellformen gefunden: 


1. Normalzellen (Kontrolle und behandelte Kulturen — Abb. 2 a und b). 

2. Kleinzellen (behandelte Kulturen — Abb. 2). 

3. Kleinkolonieform (Kontrolle und behandelte Kulturen — Abb. 3). 

Dabei lassen sich die Kleinkolonieformen der behandelten Kulturen und 
die spontan in der Kontrolle aufgetretenen morphologisch nicht voneinander 
unterscheiden. Eine eventuelle genetische Konstanz der Kleinzellen wurde 
nicht verfolgt. 

Uber die quantitative Wirksamkeit der verwendeten Cancerogene, d. h. 


der Haufigkeit des Auftretens von Kleinkolonien und Kleinzellen gibt die 
nachfolgende Tabelle Auskunft: 


Tabelle 1. 





Kultur Kleinkolonie | Kleinzellen 





Kontrolle 
PEMBIEAT 6. ose come sano 
2 mg/20 ml BP (Susp.) ... 


Es trat also an der untersuchten Hefe nach Behandlung mit Canceroge- 
nen eine geringe Erhéhung der Ausbeute an Kleinkolonien und eine Ver- 
minderung der durchschnitilichen ZellgréRe ein (die Kleinzellen variieren 
sehr stark in der Zellgréfe; ob es sich iiberhaupt um eine einheitliche 
Gruppe handelt, ist nicht genau abzugrenzen). 

Die relativ geringe Erhéhung der Ausbeute an Kleinkolonien durch die 
cancerogenen Stoffe kénnte ihre Ursache zwar in einer geringen Wirksam- 
keit derselben haben, aber unter Umstanden auch darauf zuriickzufiihren 
sein, da die von mir beniitzten Hefestamme zum Unterschied von den 
Stammen Ephrussis sehr wenig zur Bildung von Kleinkolonieformen 
neigen. Deshalb wurde mit ihnen der Versuch von E p hrussi wiederholt. 


Die Behandlungszeit in 17 mg/l Trypaflavin in Nahrlésung bei submerser Kultur 
erstreckte sich iiber fiinf Tage bei 25° im Dunkeln. Nach der Aussaat belief sich die 
Ausbeute an Kleinkolonien auf mehr als 95%. 
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Bei der cytomorphologischen Analyse der durch Trypaflavin erzeugten 
Kleinkolonien zeigte sich eine vollkommene Ubereinstimmung mit den durch 
Cancerogene erzeugten oder spontan in der Kontrolle aufgetretenen Klein- 
kolonietypen. Die Zellen wiesen in der Regel nur 4 bis 8 Mitochondrien auf, 
diese sind jedoch langgestreckt, fadenférmig (Abb. 3). In einzelnen Fallen 
war eine rosenkranzartige Einschniirung der Gebilde zu beobachten (wobei 
eine Zunahme der Farbbarkeit zu bemerken war), so da die Vermutung 
von E. Bautz (1955), diese Faden seien durch Aneinanderkettung von 
Mitochondrien entstanden, sehr wahrscheinlich zutrifft. Im Gegensatz zu den 
Angaben der Autorin ist es aber bei den von mir verwendeten Hefen még- 
lich — allerdings nur durch eine intensive Exposition in Janusgriin —, eine 
schwache Farbung der Mitochondrien zu erreichen. Bemerkenswerterweise 
fanden sich in einem Grofteil der von den Aussaatplatten in Schragréhrchen 
als ,Reinkultur* abgeimpften Kleinkolonieformen nach kurzer Zeit bereits 
wieder eine stattliche Anzahl von Normalzellen (etwa 235%), so daB damit 
gerechnet werden muf, daff ein Teil bei weiterer Kultur wieder in die 
Normalform zuriickschlagt. Eine Inkonstanz der Form Kleinkolonie wurde 
auch von E. Bautz und H. Marquardt (1954) beschrieben. 


Diskussion: 


Das Auftreten von Kleinzellen in den behandelten Kulturen kénnte 
auf einer blofen Giftwirkung: beruhen, es ware aber auch denkbar, 
da die Zellteilung gegeniiber der Zellstreckung relativ beschleunigt wird. 
Es ist aber noch zu beachten, daf auch von den normalen Zellknospen 


kleinzellige Stadien durchlaufen werden; deshalb ist ein Fehlen oder 


cine partielle genetische Konstanz dieser Zellform nur auferst schwierig 
nachweisbar. 


Riesenzellen, wie sie R. Bauch nach Behandlung mit BP an Bierhefe 
erzielte, wurden in den von mir durchgefiihrten Versuchen nicht gefunden. 
Die Behandlungszeit in seinen Versuchen war aber niemals langer als 36 Std. 
(in meinen Versuchen 25 Tage!). Es kann aber wahrend einer solch kurzen 
Expositionszeit wohl kaum eine Zelle ,,cancerisiert* werden; dagegen liegt 
das Optimum fiir eine mutative Anderung im Chromatinbestand (wie aus 
den weiter unten beschriebenen Versuchen mit Vicia hervorgeht) in den 
Anfangsstunden der Exposition. 

Es ist also sehr unwahrscheinlich, daf jene Gigasformen durch die ,,can- 
cerogene~ Wirkung des BP hervorgebracht werden, zumal auch mit Ace- 
naphten, Campher usw. — also nichtkrebserzeugenden, aber polyploidisie- 
renden Agenzien — ebenfalls Gigasformen erzeugt werden kénnen. Verdan- 
ken aber die Gigasstimme lediglich einer polyploidisierenden Wirkung ihre 
Existenz — und nicht einer cancerogenen —, so ist hierin kein Zusammen- 
hang mehr mit einem Cancerisierungsprozef zu erkennen. 


Hierzu ware noch ein Befund aus den Versuchen desselben Autors anzu- 
fiihren, demzufolge die cancerogenen Azofarbstoffe keine Gigasformen er- 
zeugten (bei diesen Stoffen wurde auch keine Spindelstérung in den von 
mir mit Vicia durchgefiihrten Versuchen gefunden). 





A. Blochinger 


Beziiglichh des Auftretens von Kleinkolonieformen reagierten die 
von mir verwendeten Weinhefestamme zumindest quantitativ gleich gut 
wie die Baickerhefe von Ephrussi. Die nur geringfiigige Erhohung der 
Zahl der Kleinkolonien nach Cancerogenbehandlung kann also keinesfalls 
auf einer Reaktiontrigheit der Stamme beruhen. 


Leider konnte noch nicht untersucht werden, ob das Cytochromsystem in 
anderer Weise abgeiindert worden ist, wie bei Ep hrussis Kleinkolonie- 
formen. Bei jenen erinnert der Defekt im Cytochronsystem, der — wahr- 
scheinlich — ursiachlich mit einer Veranderung des Atmungs-Garungsver- 
haltnisses und damit einem geringen Energiegewinn verbunden ist (was zu 
der auffallenden Erscheinung der ,kleineren Kolonie“ fiihri), sehr an die 
alten Vorstellungen Warburgs. Ware jedoch ein echter Zusammenhang 
zur tierischen Cancerogenese gegeben, so miifte Trypaflavin ein extrem 
wirksames Cancerogen sein. Davon ist aber bisher nichts bekanntgeworden. 


Vicia Faba 


Die Mutationstheorie der Krebsentstehung wurde vielfach so verstanden, 
daf die cancerogenen Noxen Mutationen am Kernmaterial hervorrufen, die 
ihrerseits die Ursache fiir die veranderte Reaktionsnorm der Krebszellen 
sein sollten. Wahrend nach Boveris Versuchen an bestimmte abnorme, 
disharmonische Chromosomenkombinationen (Genommutation) zu denken 
war, deuteten zahlreiche neuere Befunde ebensowohl auf Strukturmutatio- 
nen an Chromosomen (Chromosomenmutation). An Zellen vollentwickelter 
maligner Tumoren findet man beiderlei Abnormalitaten oft in grofer Zahl: 
nach dem derzeitigen Stand der Induktionsfrage beim tierischen Krebs, wer- 
den sie aber eher als Folgen, denn als Ursachen der Cancerisierung aufge- 
faBt. Trotzdem ist auch heute noch die Ansicht verbreitet, daf ein ursach- 
licher Zusammenhang zwischen mutagener und cancerogener Wirkung be- 
stehe (W. J. Burdette 1951a und b, 1953 und Ch. Auerbach 1940). 
In der Literatur finden sich jedoch ebensoviele negative wie positive Be- 
funde, z. T. mit denselben Stoffen, sogar von demselben Arbeitskreis. So hat 
z. B. M. Demerece seine ersten positiven Angaben (1949 a) noch im selben 
Jahre (1949 b) widerrufen. Dieselbe Unklarheit herrscht beziiglich der cyto- 
logischen Wirkung von Arsenverbindungen (H. J. Muller 1929; M. C. 
Mann 1923; R. Schiitze 1943; H. Knig und R. J. Ludford 1950). 

Als Objekte dienten bei den meisten Untersuchern Drosophila, Neuro- 
spora und Escherichia coli. Bei Drosophila macht offenbar die geeignete 
Applikation der Stoffe Schwierigkeiten. Bei Neurospora und Escherichia ist 
eine cytologische Differenzierung der Effekte unméglich. Wesentlich giin- 
stigere Verhaltnisse fiir Behandlung und cytologische Analyse bietet Vicia 
Faba, die bisher anscheinend kaum benutzt wurde. 


Material und Methodik: 


Es wurden Samen von Vicia Faba 3 bis 8 Tage bei etwa 27° auf Filtrierkarton 
angekeimt. Nachdem die Hauptwurzel eine Linge von 5 bis 7 cm erreichi hatte, 
wurde sie dekapitiert und die Pflanze auf eine Nahrlésung gesetzt, die einen Zusatz 
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von 1 g .Mairol* pro Liter enthielt. Sobald die neu hervorbrechenden Seitenwurzeln 
eine Linge von etwa 1,5 cm erreicht hatten, waren die Pflanzen fiir die Dureh- 
fiihrung von Versuchen geeignet. Die getesteten Stoffe 

waren AB, AAB, DAB, AT, BP, AS und Coffein. Die Pflan- \ 

zen wurden einzeln in verdunkelten Glasbehaltern mit einem 
Volumen von 100 bis 123ml so aufgestellt, da® die gesam- 
ten Wurzeln, aber nur diese, in die Fliissigkeit eintauchten. 
Die Pflanzen wurden von vy-férmig gebogenen Glasréhrchen 
gehalten, die so mit Draht untereinander verbunden waren, 
dai dieser selbst nicht in die Lésung eintauchen konnte 
(siehe nebenstehende Fig. 1). Ein Teil der untersuchten 
Stoffe ist nur sehr wenig in Wasser ldéslich, deshalb wurde 
in solchen Fallen ein Lésungsvermittler angewendet. Im 
folgenden wird eine Zusammenstellung der in den ein- Fig. 1. 
zelnen Versuchen angewendeien Stoffe, ihrer Konzentra- 

tionen und der Konzentration des Liésungsvermittlers Tween 20 gegeben: 











Tabelle 2. 





Konz. des Konz. des Lésungsvermitt- 
Stoffes mM/l lers Tween 20 in Vol.% 
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Die Substanzen wurden — falls Tween 20 zugesetzt werden mute — zuerst in 
diesem (AT jedoch nur in 50%igem) gelést und dann mit Nahrlésung verdiinnt. 
Samtliche Lésungen wurden mit Kalilauge bzw. Salzsiure auf ein pH von 6,5 ein- 
gestellt. 

Von jedem der an Vicia gepriiften Stoffe — aufer Coffein — wurden jeweils 
zwei Versuchsreihen angesetzt. Sie werden im folgenden der Einfachheit halber als 
K*-(Kurz) und ,,L“-(Lang) Serie bezeichnet. Fiir die K-Serie war eine Behandlungs- 
zeit von 24 Stunden vorgesehen mit anschlieBender Zuriickversetzung in Nahr- 
lésung. Fixiert wurden Wurzeln in der K-Serie 4, 24, 48, 72 und 96 Stunden nach 
Behandlungsende, Fiir jeden Versuch wurden sechs Pflanzen verwendet, cytologisch 
untersucht wurden pro Stoff und Fixierung vier Wurzeln. Die L-Serie wurde einer 
bedeutend langeren Behandlung unterworfen. Es wurde eine geeignete Konzentra- 
tion ausgewahlt, bei der die Pflanzen méglichst lange wachsen konnten, aber den- 
noch nach Méglichkeit eine deutliche Wachstumstérung zeigten. Fixiert wurde in der 
L-Serie 24, 48, 96, 144, 192 usw. Stunden nach Behandlungsbeginn. Zeigte sich all- 
mahlich eine zunehmende toxische Wirkung der Stoffes, so wurde die weitere Be- 


Protoplasma, Bd. LIV/1 4 
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handlung eingestellt (jedoch nicht vor Ablauf von 14 Tagen nach Behandlungs- 
beginn), die Wurzeln in Wasser zuriickversetzt und erneut beobachtet. Fiir saémtliche 
Versuche der K- und L-Serien wurden Wachstumskurven angefertigt und jeweils 
ein bis drei unbehandelte Pflanzen in den Versuch als Kontrolle miteinbezogen. Die 
Anfertigung der Priaparate erfolgte nach einer Methode, welche die Herstellung von 
Dauerpraparaten erlaubt. 


Ergebnisse: 


A.Wachstum der Wurzeln 


Die Substanzen BP, DAB, AT, AAB und AB wurden als Lésung mit 
Tween 20 als Lésungsvermitiler geboten (Konzentrationen siehe Tab. 2). 
AS und Coffein wurden in wasseriger Lésung verabreicht. 

Tab. 3 fiir die K-Serie auf S. 50 gibt den Zuwachs der beiden langsten 
Wurzeln an jeder der sechs Versuchspflanzen innerhalb des Zeitraumes zwi- 
schen Versuchsbeginn und -ende, also 144 Std. — wieder. Der statistische 
Vergleich der Einzelwerte fiir das Wurzelwachstum erfolgte nach dem 
t-Test 3. P ist die Wahrscheinlichkeit der Nicht-Identitat von Kontrolle und 
Versuch in Prozenten. 


Tab. 3. K-Serie 





| Zuwachs in cm 
| arith. Mittel | Max. | Min. 


Konz. des 
St (mM/l) 


Stoff Lés. verm.% 











BP 


AT 


3,9 
3.6 
6.0 
4,1 
4,5 
5,6 


4,0 
3,8 
6.6 
4,7 
6,3 
7,4 


3,8 | 


| 3,4 
3,9 
| 3,7 | 


3,5 


| 3,3 | 


2 
p 
IF 
1, 
5; 
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5,9 7,9 


3:6 | 3,4. | 
3,6 


= bo 





| 6,1 
Coffein 2, 2, 2,3 
Nahrl. | 5,5 i 5,3 


Aus dieser Aufstellung ist zu ersehen, da das krebserzeugende DAB 
keinerlei Wachstumsantrieb nach 24stiindiger Behandlung ausiibt. Eine ge- 
sicherte Stimulation des Wachstums der Wurzeln ergibt sich nach Behand- 
lung mit BP. Bei AAB 4mM/I macht sich bereits eine toxische Wirkung 
bemerkbar (Absinken von P), da an einigen Wurzeln bereits eine Wachs- 
tumshemmung eintritt. 

Das nichtkrebserzeugende AB ist in seiner Wirkung auf das Wachstum 


3 E. Weber: Grundrif der biologischen Statistik. G. Fischer, Jena 1956, 
Seite 187. 
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nicht von AT unterschieden (P= 10%), das gleiche gilt fiir AAB 4mM/I 
und AT (P = 40%), sowie AAB 4mM/I und AB (P = 20%). Dagegen sind 
die Kontrollen in Tween 20 und Nihrlésung sicher unterschieden (P = 100%). 
In diesem Zusammenhang muf auf die P-Werte der obigen Tabelle hinge- 
wiesen werden, die Werte der Stoffe in Lésungsvermittler beziehen sich 
namlich auf Tween 2%, diejenigen der Stoffe, welche in wasseriger Lésung 
geboten wurden, auf Nahrlésung. 

Eindeutigere Ergebnisse liefert die L-Serie, die das Verhalten des 
Wachstums der Wurzeln bei chronischer Vergiftung zeigen sollen. In Fig. 2 
ist der arithmetische Mittelwert der Wachstumskurven des Lésungsvermitt- 
lers als Bezugsgerade 0 eingetragen. Das schraffierte Feld stellt die Ab- 





Tw? 20 
Q5-2% 


2 cin kontr. (7weer 20) 





“2 





1§ [age 


Fig. 2. Abweichungen des Wachstums der Wurzeln von Vicia Faba bei Behandlung 
mit verschiedenen Stoffen. 


weichungen der Mittelwerte des Wurzelwachstums zwischen 0,5 und 2% 
Tween 20 dar. Die Werte sind jeweils an den beiden langsten Wurzeln von 
jeder der sechs Versuchspflanzen gewonnen. Alle Stoffe wurden in einer 
Konzentration von 1 mM/] — mit Ausnahme von AAB, das in der vierfachen 
Konzentration verabreicht wurde — geboten. 

Fiir die Feststellung des Zuwachses wurde aus verschiedenen Griinden 
der 12. Versuchstag ausgewahlt. Zu diesem Zeitpunkt sind die Wurzeln in 
AB bereits am Absterben. AAB — allerdings in der vierfachen Konzentration 
— unterbindet jegliches Wachstum. DAB ist nur sehr wenig von der Kon- 
trolle unterschieden. Die Werte fiir BP und AT liegen oberhalb der Kon- 
trolle (schraffierter Raum). Dies besagt aber nichts anderes, als da zumindest 
diese drei Cancerogene nur eine geringe Schadlichkeit, am Wachstum ge- 
messen, besitzen, im untersuchten Fall wirken sie sogar wachstumsfoérdernd. 
Die Wachstumskurven dieser drei Stoffe, DAB, BP und AT, wiirden ferner 
in ihren Anfangsteilen ein gemeinsames Verhalten zeigen, sie liegen nam- 
lich in diesem Bereich unterhalb der Kontrollwerte, wie es fiir AT durch- 
gezeichnet und fiir BP noch aus dem Verlauf des aufsteigenden Schenkels 
zu erkennen ist. Leider aber iiberdecken sich die Mefwerte der einzelnen 
Versuchsexemplare einer Stoffserie, so da der Anfangsverlauf der Mittel- 
wertskurve sich zeichnerisch nicht gut darstellen JaBt — mit Ausnahme 
von AT. 


4* 
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Die Versuche der L-Serie mit AS liefern ein anderes Bild (Fig. 3). Die 
Zahlen der Kurven geben den Gehalt der Lésung mg/l As(OH), an. Der 
schraffierte Bereich ist von den Extremwerten der Wurzeln in Nahrlésung 
umschlossen. Die Bezugsgerade 0 stellt den arithmetischen Mittelwert des 
Zuwachses in Nahrlésung dar. In der Versuchsreihe mit 0,5 (Kurve 60) und 
0,08 mM/I (Kurve 10) starben die Wurzeln innerhalb weniger Tage; das 
Wachstum war stark gehemmi. 0,04mM/l (Kurve5) bewirken eine kurz- 
fristige Bremsung des Wachstums, der aber (noch wahrend des Aufenthaltes 
in AS-Lésung!) eine Férderung folgt, so da die Kurve wieder den Kontroll- 
wert erreicht. 

Das makroskopische Aussehen der Wurzeln war gegeniiber der Kon- 
trolle nicht verandert — eine Ausnahme bildet AT. In dieser Substanz zeigen 
die Wurzeln wenige Millimeter unterhalb 
der Zone, welche sich zu Versuchsbeginn in 
der Streckungsphase befand, eine deutliche 
Einschniirung, von der aus die Wurzel 


mit verjiingtem Querschnitt weiterwuchs. 
Tumoren wurden nicht gefunden, auch nicht 
die von der Colchicinwirkung her bekann- 
ten und als .,C-Tumoren* bezeichneten An- 
schwellungen der Streckungszone. 








Tage 


Fig. 3. Abweichung des Wachs- 
tums der Wurzeln von Vicia 
Faba_ bei Behandlung mit 
arseniger Saéure in verschie- 
dener Konzentration. 


B. Kernteilung 


Die Auswertung der karyologischen Be- 
funde der K- und L-Serien ist in Tab. 4 
und 3 zusammengestellt. In diesen beiden 


(und Tab. 6) sind die Angaben 
rechnet in absolute Zahlen, pro fiinf Tage, pro 
und pro Wurzel. Die Werte wurden 


umge- 
Zentimeter Zuwachs 
Wurzeln gewonnen, 


an vier 


Tab. 4. K-Serie. 





Konz. Tween | KK | 


al 
— 


Summe 





0,4 mM 


—) 
1 


Se te ae oe ee Sele 
CDanwies 


AB 


erreorss 
woonwsns © w& bv 

aN Ry gt 
Tne OF DD 


a> '¢ 


Tween 


AS 


Coffein 
Nahrl. 





Die Wirkung cancerogener und éstrogener Stoffe auf Pflanzen 53 


die jeweils vier verschiedenen Pflanzen entstammten. Die unter KK 
(= Kleinkern) aufgefiihrten Abnormalitaten beziehen sich auf zweikernige 
Zellen, deren Kerne in ihren GréRenverhiltnissen deutlich voneinander 
oder — falls dies nicht zutrifft — gegeniiber dem Normalwert verschieden 
waren. Es wurden jedoch nur solche Kleinkerne hierher gerechnet, die nach 
ihrem Aussehen und ihrer Gréfe aus mindestens einem ganzen Chromosom 
hervorgegangen sein konnten. Kleinere Kernreste von inhomogenem Aus- 
sehen und oft unregelmafiger Form wurden als Fragmente (— Fr) bewertet. 
Als Chromatinemission (= CE) wird das Vorhandensein von feulgenposi- 
tiver Substanz auferhalb des Kernes in Form kleiner strukturloser Tropfen 
bezeichnet. Unter Inhalts- 
kérpern (= IK) werden Ge- 
bilde in den Nukleolen ver- 
standen, wie sie in Abb. 4 
aus einem unfixierten Wur- 
zelquerschnitt (AT in 1.5% 
Tween 20, 24 Stunden) wie- 
dergegeben sind. Die Ein- 
schliisse sind kristalloider 
Natur und farblos (nur mit 
AT hautfarben) und ent- 
stehen wahrscheinlich durch 
Gelierung des Nukleolen- 
inhaltes. Sie sind sehr be- 


stindig und lassen sich oft Abb, 4. (Lebendaufnahme) Inhaliskérper in den 


noch in der nachstfolgenden Nukleolen nach 24 Stunden Behandlung des 
Mitose im Cytoplasma nach- Wurzelmeristems von Vicia Faba mit o-Amino- 
weisen. In Tab. 4 bedeutet azotoluol in 1.5% Tween 20, IK = Inhaltskérper, 
++ das Vorkommen in K = Kern. 

allen Nukleolen. Die Zah- 

len in Tab. 5 geben die Tage nach Versuchsbeginn an, an denen 
ein Maximum gefunden wurde. An multipolaren Mitosen waren regel- 
mafig nur tripolare (= Tr) aufgetreten, vierpolige Teilungen fehlten 


Tab. 5. L-Serie. 





Konz. | Tween | KK CE | Fr 


| 





° 
o 


0,4 mM | 
1 


0,4 | 0,095 0,07 
0.55 | 0,16 0,06 
0,395 | 0,205 0,105 
1,755 0,32 0,356 
3,37 | 0,95 0,065 


wok = bo bo 
i) 


1 
+ 
1 


0,385 0,13 0,05 
0,385 | 0.093 0,055 


0,041 0,107 
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bereits. In der K-Serie mit AS 0,5 mM/I wurden zwei Sternmetaphasen ge- 
funden. 


K-Serie: 

Der zeitliche Verlauf des Auftretens von Chromatinemission war bei 
allen untersuchten Stoffen vollkommen unregelmaBig, ebenso der des Auf- 
tretens tripolarer Mitosen in AAB sowie Tween 20 und AS in allen Konzen- 
trationen. Die Frequenz der mit BP erzeugten tripolaren Mitosen weist 
ein Maximum in den ersten drei Versuchstagen auf und sinkt dann 


rasch ab. 


Die Fragmentation weist in AAB, ahnlich wie in AT und Coffein, einen 
konstanten Betrag wahrend der ganzen fiinf Beobachtungstage auf. AS je- 
doch zeigt ein Maximum 28 Sid. nach Beginn der Behandlung. Die iibrigen 
der untersuchten Stoffe zeigen keine wesentliche derartige Aktivitat. 


Die gleiche zeitliche Verteilung der Kleinkerne wie Coffein zeigt AT, 
mit einem Gipfel 24 Std. nach Versuchsbeginn, dann ein Absinken auf etwa 
drei Viertel des Wertes und einem erneuten Anstieg bei 72 Std. Ein zweiter 
Gipfel — bei AT ist er nicht deutlich erkennbar, bei Coffein iibersteigt er 
den Wert des ersten — liegt bei 120 Std. Eine ahnliche Kurve gibt AAB in 
2 und 4mM/I, es treten auch bei diesem Stoff zwei Gipfel auf, diese liegen 
aber bei 48 und 96 Std. nach Versuchsbeginn. In AB, DAB und Tween 20 


steigt die Zahl der Kleinkerne mit zunehmender Versuchszeit stetig an. 


Da als ,,.Kleinkern“ nur gezahlt wurde, was aus mindestens einem ganzen 
Chromosom hervorgegangen sein diirfte, und die Kleinkerne somit aus tri- 
polaren Mitosen, bzw. einzelnen, abseits liegengebliebenen Chromosomen 
entstanden sein miifften, ware eine deutliche Parallelitat in. den Zahlen der 
Kolonnen KK und Tr zu erwarten. Eine solche ist aber nicht ersichtlich. Der 
Grund liegt wohl darin, daf® ein Teil der Kleinkerne aus Mitosen stammt, 
die infolge von Chromosomen-Verklebungen (,,Stickiness*) abnorm verlie- 
fen. Tatsaichlich erzeugt Tween 20, DAB, AB und die héheren Konzentra- 
tionen von AAB sehr deutlich solche Verklebungen. Gleiches diirfte iibrigens 
auch fiir die Zahlen der Kolonnen Fr und CE zum Teil gelten. 


L-Serie: 

Bei Dauerbehandlung sind zeitliche Unterschiede in der Verteilung von 
Mitoseabnormalitaten nicht festzustellen. Bei allen Stoffen nimmt die Zahl 
der Kleinkerne pro Zentimeter Zuwachs mit fortschreitender Versuchsdauer 
zu, ebenso verhalt sich die Zahl der tripolaren Mitosen (dies gilt aber nicht 
fiir BP und AS!). Der Betrag an Fragmentierung bleibt etwa konstant, 
steigt aber nach dem zehnten Behandlungstag. wohl als Folge zunehmender 
Stickiness leicht an. 


Die karyologische Wirkung der einzelnen Stoffe: 


Im folgenden wird versucht, eine vergleichende quantitative Analyse der 
mitotischen Abnormalitaten zu geben. Wegen der groéferen GleichmaBigkeit 
der Einzelwerte eignet sich die K-Serie am besten. Die in Tab. 4 unter 
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~Summe™* angefiihrten Werte sind infolge der durchgefiihrten ,.Normung* 
miteinander vergleichbar, da sie die Zahl der beobachteten abnormalen 
Mitosen fiir fiinf Tage auf 1 cm Zuwachs einer Wurzel angeben (dabei 
ist die Zahl des Lésungsvermittlers zu _beriicksichtigen!). Es laBt sich 
also auf diese Weise die Intensitat der Wirkung der einzelnen Stoffe auf 
die Mitose einigermafen erfassen. In der folgenden Tabelle 6 wird dies 


durchgefiihrt. 


Tab. 6. Karyologische Wirkung der untersuciten Stoffe. 





»5umme* | 


| 
| 
| (Tab. 4) 


Vorherrschende Wirkung 





| 

Coffein | 21,2 |  Fragmente; tripolare Mitosen; Chroma- 
tinemission (Stickiness) 

AS é 9,0 Fragmente; tripolare Mitosen, bes. in 
niedrigeren Konzentrationen; Stickiness 
(Chromatinemission ?) 

BP 6 tripolare Mitosen (Chromatinemission) 
AT ; 2,3 Inhaltskérper im Nukleolus; Fragmente 
(tripolare Mitosen; Stickiness) 

AB Stickiness; Teilungshemmung 


Tween ; Stickiness; Teilungshemmung; Chroma- 
tinemission und tripolare Mitosen 











DAB | A 4 Chromatinemission 
AAB | i | Teilungshemmung Stickiness 
| | |  (Fragmente ?) 


Diskussion: 


Unter den Ergebnissen dieser Versuchsgruppe sind also folgende fiir die 
Fragestellung besonders bemerkenswert: 


1. Bei den gepriiften cancerogenen Stoffen kann eine anfangliche Hem- 
mung des Wachstums der Wurzel nach kurzer Zeit in eine Férderung um- 
schlagen. 

2. Auch im Langzeitversuch (mindestens 14 Tage Behandlung) wurden 
keine morphogenetischen oder histologischen Stérungen der Wurzelentwick- 
lung beobachtet. 


3. Verglichen mit dem nichtcancerogenen Coffein ist die strukturmuta- 
gene Wirkung der untersuchten Cancerogene auffallend gering; héchstens 
AS konnte eine ahnliche Aktivitat entwickeln. 

4. Der bei den cytologischen Effekten in einigen Reihen gefundene 
zweite Hiaufigkeitsgipfel deutet auf eine vorlaufig noch unverstandliche 
Spatwirkung. 

5. Sowohl die allgemeine Giftigkeit, beurteilt nach der Wirkung auf das 
Wurzelwachstum, wie die mutagene Wirkung auf das Chromatin waren 
bei den Cancerogenen (wieder vielleicht mit Ausnahme von AS) geringer 
als bei den Vergleichsstoffen. 
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Moose 


Unter den Laubmoosen gibt es zahlreiche Gattungen, die hinsichtlich 
kiinstlicher Kultur, Behandlungsméglichkeit und mikroskopischer Beobach- 
tung ihrer Zellen im Leben den Pilzen mindestens gleichkommen. Ihre 
wesentlich reichere Differenzierung und ihr hohes Regenerationsvermégen 
auf alien Entwicklungsstadien schienen besonders geeignet, den EinfluB 
der cancerogenen Stoffe auf die Differenzierung sowie Ent- bzw. Um- 
differenzierung nach kiinstlich ausgeléster Regeneration oder Explantation 
zu uniersuchen. Auferdem lassen sich bei vielen Arten mendelistische 
Kreuzungsversuche durchfiihren, wobei nukleare und extranukleire gene- 
tischhe Anderungen festgestellt und voneinander unterschieden werden 
k6énnen. 


Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde das diézische Laubmoos 
Bryum caespiticium verwendet und zwar ausschlieBlich ein weib- 
licher Klon. um auch eventuelle genetischhe Anderungen im extranukleiren 
Erbgut analysieren zu kénnen. 


Nahrmedium und Anzucht: 


Als Nahrboden diente ein abgewandelter Bennecke-Agar der folgenden 
Zusammensetzung: 


CaCl, (anhydr.) 0.6% Gew. 10 ml 
KNO, 1,0 10 

MgSO, 0,3 10 

K,HPO, 0,7 10 

FeCl, 1,0 1—3 Tropfen 
Leitungswasser 960 ml 

Agar 15 gr 
pH=5,8 bis 6 (mit FeCl, eingestellt). 


Auf diesem Nahrboden wurde zunichst die Anzucht von pilz- und bakterien- 
freien Kulturen vorgenommen, die in den folgenden Versuchen eingesetzt wurden. 
Fiir die Behandlung in fliissigem Naihrmedium wurde die obige Lésung verwendet, 
jedoch ohne Agar. 


Versuch 1: Protonema auf Agar 


Material und Methodik: 


Der iibliche Nahrboden wurde etwa 1 cm hoch in Petrischalen gegeben. Unter- 
sucht wurden die Substanzen BP. DAB, AT, AB und AAB sowie AS. Die ersten 
vier Stoffe wurden in fester Form dem anquellenden Agar zugesetzt,. und zwar 
soviel Substanz, daB sie in einer .iibersattigten Lésung* vorlagen. AS und AAB 
wurden dagegen bereits in geléster Form dem Agar zugesetzt. 

Die Anzahl der Platten pro Stoff war zwei. wozu noch jedesmal dieselbe Anzahl 
als Kontrolle hinzukam. die nur normalen Nahrboden enthielten. Aufgeimpft wur- 
den auf jede Platte sechs Stémmchen. alle aus derselben Reinkultur. Soweit nétig, 
wurden sdmitliche vier Schalen unter eine 53cm hohe Schicht einer 10—*-molaren 
Lésung desselben Stoffes als Fluoreszenzschutz gegeben. um eine photodynamische 
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Schadigung der Pflanzen durch die Fluoreszenz des aufgenommenen Stoffes zu ver- 
hindern. Damit die Belichtungsverhialtnisse in der Kontrolle dieselben wie in der 
Serie mit Agens waren, wurden die zugehérigen Kontrollschalen — wie aus dem 
Obenstehenden bereits hervorgeht — ebenfalls unter die Fliissigkeitsschicht gestellt. 
Die Beobachtung des heranwachsenden Protonemas erfolgte laufend iiber acht 
Wochen. Die Versuche wurden bei zwdlfstiindiger, kiinstlicher Beleuchtung in einer 
Klimakammer bei 19—22° von Mirz bis August 1958 durchgefiihrt. 


Ergebnisse: 


Als vollkommen wirkungslos erwiesen sich 0,1 mg/l BP und 0,5 mg/l AB: 
also diejenigen Stoffe, welche am schwersten in Wasser léslich sind. Auch 
Konzentrationen an AS von 1 mg/l und weniger erwiesen sich als zu gering, 
um irgendeinen sichtbaren Effekt auszuiiben. Zu toxisch wirkte dagegen AS 
in der Konzentration von 100 mg/l, ebenso AAB in voller Sattigung (9,3 mg/l). 
Einen genau definierbaren Effekt lieferten AAB (2.0 mg/l), AS (10 mg/l), 
DAB (0.5 mg/l) und AT (2.0 mg/l). Im allgemeinen nahm die Wirkung in der 
Reihenfolge 


DAB AT AAB und AS 
zu (falls man die obigen Konzentrationen vergleicht). 


An allen mit den obengenannten Stoffen behandelten Individuen zeigte 
sich makroskopisch ein Verblassen der griinen Farbe, das neugebildete 
Protonema war braun verfarbt, wie die Rhizoiden normaler Pflanzchen; 
ebenso erschienen die Flachen aller neugebildeten Blattchen (auch an den 
alteren Stammchen) reduziert und blaB. 


Das Ausmaft des regenerierten, braunlich verfarbten Protonemas war in 
AT und DAB nur schwach, in AAB (2.0 mg/l) stark reduziert. In AS 
(10 mg/l) trat nur eine sehr schwache Hemmung des Protonemawachtstums 
ein; trotzdem war es aber im Verlauf von sechs Wochen sogar zum Teil 
abgestorben. 

Die Bildung neuer Stammchen aus dem regenerierten Protonema war 
im allgemeinen starker als das Wachstum des Protonemas gehemmt. In DAB 
und AT traten nur wenige auf, in AAB (2 mg/l) und AS (10 mg/l) iiberhaupt 
keine. 


Aus diesem Versuch aft sich eine mehr oder weniger starke Hemmung 
bei der Chlorophyllbildung und der Zellteilung im Protonema schliefen 
sowie auf eine Erschwerung der Umdifferenzierung von Protonemazellen 
bei der Stammchenbildung. 


Es war nun von grofem Interesse zu erfahren, ob die erhaltenen Effekte 
vererbbarer Natur sind. Deshalb wurde von jedem Stoff. sowie von der 
Konirolle, je 40 der neugebildeten Stammchen entnommen und in Réhrchen 
auf Normalagar gesetzt. Simtliche dort neu entstandenen Teile, Protonema, 
Stammchen, Seitentriebe aus allen Stammchen usw. wiesen ein vollkommen 
normales Aussehen auf; auch mikroskopisch waren keine Abnormalititen 
nachweisbar. Die erhaltenen Effekte waren also reversibel und nicht vererb- 
bar. 
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Versuch 2: Protonema submers. 
Material und Methodik: 


Diese Versuchsreihe wurde in Reagenzgliasern ausgefiihrt, welche mit 7 ml Nahr- 
lésung + iibersattigtem Agens beschickt waren. Untersucht wurden die Substanzen 
DAB und AT. Die Versuche wurden von Marz bis September 1959 in einem nord- 
seitigen Gewachshaus bei 15—20° durchgefiihrt. Als Fluoreszenzschutz diente eine 
10-*-molare Lésung von DAB bzw. AT in einer Glaswanne. Jedes Reagenzglas wurde 
mit drei Stéammechen aus derselben Reinkultur beimpft und zusammen mit der 
gleichen Anzahl nur beimpfter Nahrlésung enthaltender Kontrollen in die ent- 
sprechende Lisung gestellt. Alle vier Wochen wurden Proben entnommen und 
untersucht. Die Behandlungszeit erstreckte sich iiber sechs Monate. 


Ergebnisse: 


In AT trat ein Zerfall der Chloroplasten bevorzugt im Protonema und 
eine Blockierung des Wachstums aller Teile ein (eine eingehendere Beschrei- 
bung siehe unter AT, Versuch 3). 

In DAB lieB sich ein Ausbleichen der Chloroplasten sowie eine schwache 
Hemmung der Zellteilung im Protonema erkennen (es handelt sich um die- 
selben Effekte, wie sie in Versuch 3 unter AAB 1/4 beschrieben sind) und 
zwar nach einer Applikationszeit von vier Wochen; in spateren Proben 
zeigte sich keine erkennbare Wirkung von DAB, sondern die Individuen 
waren — neben wenigen Abgestorbenen — meist von normalem Aussehen. 

Als Nebenbefund ergab sich ein abnormales Verhalten bei der Bildung 
von Stimmchen aus dem Protonema in submerser Kultur; denn die Knospen 


wuchsen haufig — auch in der Kontrolle — zu einem protonemaartigen 
Zellstrang aus. 

Auch in dieser Versuchsreihe konnten keine vererbbaren Effekte an 
Objekten nach dem unter Versuch 1 erwahnten Verfahren festgestellt wer- 
den. 


Versuch 3: Protonemabildung an abgeschnittenen Blaittchen 
Material und Methodik: 


In einer Petrischale von sechs Zentimeter Durchmesser wurden etwa 100 Stiick 
abgetrennte Blattchen gegeben. Je untersuchte Substanz und Konzentration wurden 
drei mit Agensliésung beschickte und drei Kontrollschalen, die nur Nahrliésung ent- 
hielten, verwendet; pro Stoff und Konzentration wurden also 600 abgetrennte Blatt- 
chen untersucht. Zur Vermeidung gréferer Streuungen zwischen zusammengehorigen 
Schalen wurden von einem Stéammchen der Reinkultur nur zwei benachbarte Blatt- 
chen abgetrennt. wovon eines in die Kontrollschale und eines in die mit Agenslésung 
beschickte Schale verbracht wurde. Die sechs Schalen wurden unter eine konzen- 
triertere Liésung desselben Stoffes als Fluoreszenzschutz gebracht (nicht aber die 
Schalen mit AS und die zugehérigen Kontrollschalen, da AS nicht fluoresziert). Die 
Versuche wurden bei zwélfstiindiger. kiinstlicher Beleuchtung in einer Klimakammer 
wahrend der Monate September 1958 bis Februar 1959 bei einer Temperatur von 
19—22° ausgefiihrt. In bestimmten Abstaénden wurde die Zahl der Blattchen fest- 
gestellt, die Protonema regeneriert hatten. Alle abgestorbenen wurden als nicht 
existent betrachtet. Der Unterschied zwischen behandelten Blattchen und der jeweili- 
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gen Kontrolle wurde in Fig. 4 und 5 als Abweichung von einer Mittelwertskurve 
simtlicher Kontrollwerte aufgetragen. Die Behandlungszeit erstreckte sich im all- 
gemeinen iiber vier Wochen, in einzelnen Fallen bis zu sechs Wochen (AS unter 
4mg/l, DAB und BP). 


Ergebnisse: 


In AS wurde eine Konzentrationsreihe untersucht (in mg/l): 
0,25; 0,5; 1,0; 4: 10: 20: 50; 100; 200. 
Die Fig. 4 gibt die Abweichungen der einzelnen Versuche von der Konitrolle 
wieder. Die Zahlenangaben sind in mg/l 
gehalten. Die Mittelwertskurve samtlicher 
Kontrollen ist als 0 bezeichnet. Zunichst 
ist ein scharfer Unterschied zwischen den 
Konzentrationen 20 und 50 zu beobachten. 
Wiahrend die Kurve 20 noch iiber die 
Kontrollkurve zu liegen kommt, ist dies bei 
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Fig. 4. 


Fig. 4. Abweichungen in der Protonemaregeneration abgetrennter Blattchen von 
Bryum caespiticium bei Behandlung mit arseniger Saure in verschiedener Kon- 
zentration. 

Fig. 5. Protonemaregeneration abgetrennter Blatichen von Bryum caespiticium 
bei Behandlung mit Azofarbstoffen. 


Kurve 50 nicht mehr der Fall. Betrachten wir den Durchiritt der iibrigen 
Kurven durch die Gerade 0, so wird der Beginn der Férderung der Regene- 
ration mit zunehmender Konzentration von 0,23 bis 10 auf einen immer 
friiheren Zeitpunkt vorverlegt. Ab 20 mg tritt dann wieder eine Verzégerung 
ein; bei der Kurve 50 fehlt dieser Teil schlieBlich ganz. (Im Anfangsbereich 
der Kurven — vor dem fiinften Versuchstag — ist der Prozentsatz 
der regenerierten Blattchen sehr niedrig, und die zufalligen Schwankungen 
kénnen sich hier stirker auswirken.) Zu beachten ist ferner noch die GroéBe 
der Flache, welche iiber der Kontrollkurve liegt: sie zeigt namlich eindeutig 
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ein Maximum bei Kurve 10 und damit eine auffallige Ubereinstimmung 
mit einer noch zu besprechenden Erscheinung. Ferner sei darauf hingewiesen, 
da die Kurven 1.0 bis 0,25 in ihrem Anfangsteil alle unter der Kontroll- 
kurve liegen, was wohl auch fiir die iibrigen Kurven gelten diirfte, sich aber 
bei ihnen aus den obigen Griinden nicht mehr nachweisen laft. 

100 und 200 mg/l AS wirken innerhalb weniger Tage letal. 

Das cytologische Bild der Protonemazellen weist eine weitgehende Ver- 
anderung bei der Behandlung mit AS auf. Die nachfolgend beschriebenen 
Erscheinungen sind mit 10 mg/l am zahlreichsten zu erhalten. Die Zeit- 
angaben beziehen sich auf diese Konzentration. In den ersten 15 Tagen sind 
die Chloroplasten noch voll entwickelt und das Protonema weist kaum eine 
Wachstumshemmung auf. Schlagartig aber entfarben sich dann in den 
spitzennahen Teilen des Protonemas die Plastiden, werden kleiner und neh- 
men am 17. bis 19. Tag ein .proplastidenartiges“ + Aussehen an. Diesen 
Zustand gibt die Abb. 3 g fiir eine Protonemaspitzenzelle wieder. In dieser 
Zeichnung ist noch ein zweiter Vorgang dargestellt: es sind Plastiden von 
normaler Gréfe abgebildet, deren Lipoidanteil Entmischungserscheinungen 
aufweist und in Trépfenform der Plastidenmembran anhaftet. Dieser Vor- 
gang wird bei AT noch ausfiihrlich beschrieben. Ein zweites Stadium ist in 
Abb. 5h dargestellt. Es sind nur noch Zellkern und Hyaloplasma vorhanden; 
die iibrigen Zellorganelle sind degeneriert. Dieser Zustand wird bei einer 
Konzentration von 10mg meist iibersprungen, dagegen ist er sehr haufig in 
4mg nach etwa 26 Tagen Behandlungszeit zu finden. Das nachste Stadium 
beginnt mit einer lappigen Gestaltsinderung des Kernes. Der Endzustand 
ist in Abb. 6 wiedergegeben, er tritt in 10 mg etwa am 29. Tag und spiater 
auf. In dieser Phase ist der Kern ein rosenkranzartiges Gebilde und lat 


4 Sie weisen eine Ahnlichkeit mit den in den Rhizoiden vorhandenen Plasti- 
den auf. 


Abb. 5. Protonemaspitzenzellen von Bryum caespiticium. Verinderungen an den 
.Chloroplasten* nach Behandlung mit verschiedenen Sioffen. a Kontrolle: Zwischen 
den Chloroplasten (punktiert) kleine, farblose, spharische Kérper (schwarz). — 
b Behandlung mit 1.82 mg/l o-Aminoazotoluol iiber 12 Tage. Beginn des Zerfalls der 
Chloroplasten, in den Plastiden Vakuolen und Lipoidtropfen (schwarz). — c Be- 
handlung wie in b, 14 Tage, alteres Stadium des Zerfalls. Die Lipoidtropfen treten 
aus den Plastiden in das Cytoplasma iiber (kleine punktierte Kérper); .membran- 
lose“ Zerfallsform eines Plastiden ist durch einen Pfeil markiert (Plasmavakuolen 
weil). — d, e und f stellen gleichbehandelte Zellen (wie a mit c) photographisch 
dar. — g Behandlung mit 10 mg/l arseniger Saure iiber 19 Tage. Ausgepragter 
Plastidenzerfall im spitzenfernen Teil der Zelle. — h Mit 4 mg/l arseniger Sadure 
iiber 26 Tage behandelt. Mitochondrien und Plastiden degeneriert. Die Zelle besteht 
nur noch aus einem Zellkern und einem (lichtmikroskopisch) kérnchenfreien Cyto- 
plasma. — i Behandlung mit 1.76 mg/l p-Aminoazobenzol iiber 28 Tage. Plastiden 
farblos und verkleinert: kein Zerfall. — k Mit 0,26 mg/l Azobenzol iiber 13 Tage 
behandelt. Plastiden griin, z. T. verkleinert. Keine Vakuolisierung und kein Zerfall 
in den Chloroplasten. 
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sich noch nach der Feulgenschen Nuklealreaktion anfarben. Die Zelle 
ist noch turgeszent. Behandelt man noch einige Tage weiter, so sterben die 
Zellen am 34. Versuchstag ab unter Auftreten von Brown scher Molekular- 
bewegung im Hyaloplasma. 

In niedrigeren Konzentrationen als 4 mg treten die obigen Erscheinungen 
in gleicher Reihenfolge auf, sind aber viel weiter auseinandergezogen und 
iiberlagern sich in den einzelnen Schalen daher sehr stark; auferdem sind 
diese Entartungserscheinungen zahlenmafig bedeutend vermindert. 

In héheren Konzentrationen, z. B. 20 mg, sterben die Zellen etwa vier 
Tage nach dem Ausbleichen des Chlorophylls um den 16. Tag ab, in 50 mg 
schon nach 13 Tagen. Die Plastiden im Protonema waren bei dieser Konzen- 

tration nach fiinf Tagen vollkommen ausgebleicht. Die 
beiden nichsthéheren Konzentrationen 100und 200mg, 
wirkten zu toxisch, als daft noch irgendwelche cyto- 
morphologische Effekte beobachtet werden konnten. 
Die Wirkung der iibrigen gepriiften Stoffe auf 
das Regenerationsverhaliten von Moosblattchen er- 
lautert Fig. 5. Die ausgezogene Kurve stellt das 
arithmetische Mittel simtlicher Kontrollwerte (in 
Nihrlésung) dar. Die iibrigen Kurven leiten sich 
in der auf S. 59 angegebenen Weise davon ab. Es 
sei an dieser Stelle betont, daf nur Nahrlésung mit 
Agenszusatz — also ohne Lésungsvermittler — ver- 
Abb. 6. Rosenkranz- wendet wurde. 
artiger Zerfall desKer- BP erzeugie in einer Konzentration von 0,005 mg/1 


nes einer Protonema- nur eine so geringe Abweichung von der Kontroll- 
zelle von Bryum kurve, da in der gewihlten Darstellungsform 


caespiticium in arse- 
niger Saure (10 mg/l, 
29 Tage). 


beide Kurven zeichnerisch in eine zusammenfallen 
wiirden; sie wurde deshalb in Fig. 5 weggelassen. 
Am regenerierten Protonema zeigte diese Substanz 
keinen sichtbaren Effekt. 

DAB. Die Regenerationskurve fiir 0,46 mg/l verlauft ebenfalls sehr nahe 
an der Kontrollkurve. Entsprechend dem geringen Effekt auf die Regene- 
rationsfahigkeit wurde bei diesem Stoff in der cytomorphologischen Unter- 
suchung der Protonemen keinerlei Abweichung von der Kontrolle innerhalb 
dreifig Tagen gefunden. 

Hier ist aber der Befund aus Versuch 2 anzufiihren, demzufolge eine 
Degeneration der Chloroplasten in DAB eingetreten ist. 

AB. Betrachiet man den Verlauf der rechtsseitigen Kurvenendieile, so 
fallt sofort zweierlei auf: Trotz der niedrigen Konzentration von 0,24 mg/l 
ist die Regenerationsfahigkeit stark gehemmt, ebenso das Wachstum des 
Protonemas. Diese Kurve kénnte ohnehin niemals den Wert der Kontrolle 
erreichen, denn die regenerierenden Blattchenteile sterben mitsamt dem 
Protonema rasch ab. Infolgedessen sinkt die Kurve leicht. 

Das in AB regenerierte Protonema war von normaler Farbe, wies aber 
eine starke Wachstumshemmung auf und starb unter zunehmender Braun- 
farbung im Verlauf von einer Woche ab. Die Plastiden sind nach dem Tode 
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noch erhalten, ja sie zeigen sogar noch etwas Griin. Eine stark geschadigte 
Zelle ist in Abb. 5k wiedergegeben. Die Plastiden sind abgekugelt und 
zum Teil verkleinert, die Plasmagrana treten deutlich hervor. Die optische 
Dichte im Hyaloplasma ist vermindert. SchlieBlich stirbt die Zelle unter 
Auftreten von Brownscher Molekularbewegung. Diese Symptome ent- 
sprechen dem allgemeinen Bild einer Vergiftung. 

AT und AAB. Die Regenerationskurven fiir diese Stoffe lassen eine 
grundlegende Ubereinstimmung erkennen. Beide Kurven weisen eine dop- 
pelte Kriimmung auf, ihr rechter Teil steigt noch an; es ist also zu erwarten, 
da bei Behandlung mit diesen Stoffen der Endwert der Konitrollkurve noch 
erreicht werden kénnte. Die Zahlenangaben bei AAB in Fig. 5 geben die 
Sattigung der Lésung an. Eine vollgesiattigte Lésung von AAB (7,06 mg/l) 
wirkt stark toxisch, so daft jegliche Regenerationstiatigkeit unterbunden 
wird. Von AT betragt die Lésungsgrenze 1,82 mg/l. 

AAB. %-gesiattigte Lésung bewirkt nach 16 Tagen ein Ausbleichen der 
Plastiden. Diese Zellorganelle erscheinen also in den jiingeren Protonema- 
zellen vollkommen farblos. An den Mitochondrien (farbbar mit 0,08% 
Janusgriin B, und (farblosen) Plastiden lie® sich keine Behinderung der 
Teilungstatigkeit erkennen; die Anzahl der Mitochondrien und Plastiden 
entsprach vollkommen dem Normalwert. Die ZellgréBe im Protonema war 
unverandert, dagegen war die Zahl der Zellen vermindert, was auf eine 
Beeinflussung der Kernteilung schlieBen laRt. Die Abb. 5 i soll die geschilder- 
ten Effekte verdeutlichen. Sie stellt bereits das Extrem des durch Behandlung 
mit dem schwach cancerogenen AAB Erreichbaren in dieser Versuchsreihe 
dar. 

AT erzeugt denselben Effekt zu Beginn des Versuches, jedoch ist die 
Wirkung dieses Stoffes auf die Plastiden viel ausgepragter. Die Abb. 5b 
und c¢ zeigen den Verlauf der Degenerationserscheinungen. In den ersten 
sechs Tagen sind die Plastiden von vollkommen normalem Aussehen, wie es 
die Abb. 5a fiir die Kontrolle zeigt. Dann nehmen diese Organelle Kugel- 
form an und die Grana beginnen zu zerflieBen (Abb. 3b). In der Mitte 
dieser geschadigten Plastiden bildet sich am 12. Tage nach Versuchsbeginn 
eine Vakuole, oft mit einem globularen Inhaltskérper amorpher Natur, 
wie er in Abb. 5b, rechts unterhalb der Mitte zu erkennen ist. Gleichzeitig 
beginnt sich der Inhalt des Plastiden zu entmischen, was sich darin zeigt, 
daf die Lipoidsubstanz in einzelne Tropfen zusammenflieRt, die an der 
Membran haften. Wahrscheinlich werden von hier ab zwei verschiedene 
Wege beschritten, einerseits ist ein Durchtritt dieser Lipoidsubstanz durch 
die Membran zu vermuten, denn es wurden .,Plastiden* gefunden mit op- 
tisch vollstandig erhaltener Membran, aber ginzlich inhalisleer; anderer- 
seits wurde ein Zerfall beobachtet, wie er in Abb. 3c (Pfeil) zu erkennen 
ist: Hier liegen die Lipoidtropfen noch in einer erkennbaren Anordnung, 
aus der sich ein Verlauf der Plastidenmembran rekonstruieren lieBe, die 
Membran selbst ist aber optisch verschwunden. In beiden Fallen treten 
jedoch als nachstes Stadium im Hyaloplasma zahlreiche Trépfchen auf, so 
da die Protonemazellen in diesem Zustand entfernt an Pilzzellen erinnern, 
wie aus der Abb. 3f hervorgeht. Diese Lipoidtropfen lieBen sich mit Rho- 
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damin B anfarben, nicht aber mit Janusgriin (das infolge der stark er- 
héhten Permeabilitét nur in einer Konzentration von etwa 0,002% ange- 
wendet werden konnte). 

Die in den Abb. 5d bis f dargestellten Spitzenzellen sind mit 5% For- 
mol fixiert. Fiir die photographischen Aufnahmen wurden die Plastiden 
mit Rhodamin B angefarbt: sie erscheinen daher dunkel. 


Versuch 4: Weiterziichtung der geschidigten Zellen 


Das Plastidom der Spitzenzelle wird an der Stelle seiner intensivsten 
Teilung, namlich im vordersten Teil, am wenigsten geschadigt. Ferner findet 
man im Protonema alle Ubergange vom Altesten, normalgestalteten Basal- 
teil, bis zum jiingsten, immer starker abweichend ausgebildeten Teil an der 
Spitze (sowohl bei AS, als auch bei AT). In AT und AS werden bevorzugt 
die vollausgebildeten Plastiden angegriffen, die Mitochondrien bleiben er- 
halten. , 

Es wurde nun der Versuch unternommen, die chloroplastenfreien Proto- 
nemazellen weiterzuziichten, um eine eventuell vorhandene genetische Wir- 
kung zu fassen. Daher wurden die regenerierten Protonemafaden samt den 
Blattchen, sobald sich die Plastiden auf einem Zerfallstadium, wie in 
Abb. 5 c dargestellt, befanden, aus der (in Versuch 3 erwahnten) AT-Liésung 
entnommen und in Kontrollésung gegeben. Diese wurde in den ersten zwei 
Wochen jeden 2. Tag erneuert. Nach weiteren zwei Wochen waren die Zellen 
-— mit Ausnahme der Spitzenzelle — in Langsrichtung gestreckt, besonders 
die Zellen 2 und 3, vom Spitzenende her gezahlt. Nach der Streckung erreich- 
ten diese Zellen nicht ganz die doppelte (etwa 1,7fache) Lange; diese Zellen 
teilen sich nicht mehr. Der Kern (aus AT!) bleibt véllig normal gestaltet. 
Im Verlauf dreier weiterer Wochen wird das Cytoplasma vollkommen 
kérnchenfrei, d. h. die Plastiden und Mitochondrien sind optisch nicht mehr 
nachweisbar. Diese Zellen zeigen dasselbe Aussehen (der Spitzenzelle), wie 
es in Abb. 5h — allerdings durch eine andere Behandlungsweise zustande- 
gekommen — dargestellt ist und sterben dann innerhalb weniger Tage ab. 
Die Zellen 6 und 7 waren sechs Wochen nach Behandlungsende noch chloro- 
tisch, ihr weiteres Schicksal wurde nicht verfolgt. 

Gibt man dagegen Zellen, wie sie nach Behandlung von AAB auftreten 
— also mit nur entfarbten Plastiden —, in Kontrollésung und wischt hierin 
2 Wochen (jeden 2. Tag wechseln!), so tritt innerhalb dieser Zeit eine Griin- 
farbung der Plastiden ein und die (behandelten!) Spitzenzellen wachsen zu 
einem normal aussehenden Protonema aus. 

Die Verteilung der zugegebenen Stoffe in der Zelle nach vierwéchiger 
Behandlungszeit wurde fluoreszenzmikroskopisch gepriift. Die intrazellulire 
Verteilung entspricht genau den Befunden an Oospora, jedoch zeigen die 
Plastiden bei allen auf Fluoreszenz untersuchten Stoffen nur ein schwaches 
Aufleuchten, das sich in der Farbe von Chlorophyll unterscheidet, wobei es 
aber nicht ausgeschlossen ist, daB diese Erscheinung auf eine andere, als die 
jeweils gebotene Substanz zuriickzufiihren ist. Bemerkenswerterweise zeigie 
die Kontrolle nur die Fluoreszenz von Chlorophyll. 
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Diskussion: 

Lassen sich aus den vielerlei beschriebenen Einzelheiten gemeinsame 
Effekte aller gepriiften, carcinogenen Substanzen herausfinden? 

Da BP insofern aus der Reihe fallt, als es auf das Regenerationsver- 
mégen keine nachweisbare Wirkung hat, diirfte ausschlieBlich mit seiner zu 
geringen Wasserléslichkeit und damit ungeniigenden Konzentration zusam- 
menhiangen. Die iibrigen Stoffe weisen in mehrfacher Hinsicht gleichartige 
Wirkung auf, so in der schwachlichen Ausbildung der neu hinzuwachsenden 
Gametophytenteile, im Ausbleichen, der Verkleinerung und Degeneration 
der Chloroplasten. Doch finden sich auch bemerkenswerte Unterschiede, in- 
dem z. B. AAB trotz geniigender Léslichkeit nur eine schwache Wirkung 
auf die Plastiden hat. 

Das nichicancerogene AB unterscheidet sich von den iibrigen Stoffen auch 
hier wieder durch seine starke Giftigkeit, die manche Effekte nicht mehr 
zur Ausbildung kommen laBt. 

Bei AS wurde eine Férderung der Regeneration noch iiber den Wert der 
Kontrolle hinaus festgestellt, wahrend eine solche bei keiner der aromati- 
schen Verbindungen vorkommt. Wenn sich AS auch hier, wie in vielen 
anderen Versuchen, etwas anders verhalt als die iibrigen Cancerogene, so 
vielleicht deswegen, weil es an einem anderen Punkt des Zellgeschehens an- 
greift. As(OH), ist schwach sauer und hydrophil, die aromatischen Amine 
schwach basisch und lipophil. AuRerdem deutet der zeitliche Verlauf der 
Regenerationskurve an, daft die Zellen sich an das Vorhandensein der Can- 
cerogene (bis zu einem gewissen Grad) adaptieren kénnen. 


Angiospermen 

Die Versuche mit den Vertretern der héheren Pflanzen lassen sich metho- 
disch in zwei Gruppen einteilen: 

Gruppe A: Es wird eine hohe Konzentration an Substanz 6rtlich be- 
grenzt gegeben. Die Pflanzen wachsen normal in Erde. An dem 2 em iiber 
dem Knoten dekapitierten Stengel wird eine Lanolinpaste mit dem Agens 
aufgetragen. 

Gruppe B: Es wird eine niedrige Konzentration auf die gesamte Pflanze 
verteilt geboten: die abgeschnittenen Zweige werden in einer agenshaltigen 
Nahrlésung kultiviert. 


GruppeA 


Als Versuchspflanzen wurden Tomate (Solanum lycopersicum Sorte 
Lukullus) und Bryophyllum daigremontanum ausgewahlt, aufer wegen 
ihrer vermuteten Eignung deshalb, weil mit diesen Pflanzen von anderen 
Autoren Versuche durchgefiihrt worden waren, bzw. die Fahigkeit zur Bil- 
dung von Tumoren bekannt war. 


Versuch 1: Nachpriifung der Angaben von M. Levine (1939) 

Die Versuche des Autors wurden an der von ihm beniitzten Pflanze Bryophyl- 
lum daigremontanum mit seiner Methodik wiederholt. Eine 1%ige Athersuspension 
von AT wurde auf die Stengelstiimpfe von dreifig frisch dekapitierten Individuen 
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aufgetragen und die Stiimpfe anschlieRend mit einer sterilen Stahlnadel durch 
einen Stich verletzt. Dasselbe Verfahren wurde an der gleichen Zahl von Kontroll- 
pflanzen durchgefiihrt, nur wurde AT weggelassen. Zur Vermeidung des Eintrock- 
nens der Schnittflache wurden die Stiimpfe nach 24 Stunden mit einem lose schlie- 
Renden Fixierréhrchen iiberstiilpt. Die Versuche wurden von Mai bis September 1959 
in einem Gewachshaus durchgefiihrt. 


An keinem Exemplar dieser Versuchsreihe zeigten sich die angegebenen 
Veranderungen (s. S. 35), weder zu dem von M. Le vine erwahnien Zeit- 
punkt von 14 Tagen, noch zu einem spateren, obwohl die Pflanzen waihrend 
der gesamten Versuchsdauer von 4% Monaten nahezu taglich beobachtet 
wurden. 


Die histologische Untersuchung ergab, daft durch die schadigende Wir- 
kung des Athers die obersten zehn Zellschichten an der Schnittflache abge- 
storben waren (was wahrend des Versuches die Graufarbung der Schnitt- 
flache veranlaBt hatte). Darunter hatte sich Korkgewebe gebildet; dasselbe 
war entlang des Einstichkanals geschehen. Ein merklicher Unterschied zwi- 
schen Konirollpflanzen und behandelien war nicht aufzufinden. 


Versuch 2: Lanolinpaste mit Agens 
Material und Methodik: 


Die Stoffe AAB, AT, DAB und BP wurden bis zur Sattigung in Lanolin gelést 
und dieses in einem gleichen Volumen Wasser emulgiert. Die so erhaltene Paste 
wurde auf die frischen Schnittflachen — von 20 dekapitierten Individuen je ver- 
wendeter Substanz — aufgetragen; die seitliche Epidermis des Stumpfes wurde in 
gleicher Weise bestrichen. Die Zah] der gleichbehandelten Kontrollpflanzen — sie 
erhielten nur Paste ohne Agens — war dreifig. Um ein Austrocknen zu verhindern, 
wurde ein allseitig lose sitzendes Fixierréhrchen iiber den Stumpf gestiilpt und die 
Paste alle vier Wochen erneuert. Die Beobachtungszeit war von Juni bis Okto- 
ber 1959 bemessen. Als Testobjekte dienten Tomate und Bryophyllum. 


Ergebnisse: 


Tomate. Unter der Paste seitlich an den Stiimpfen entwickelten sich an 
den mit DAB, vor allem aber an den mit AT behandelten Pflanzen nach 
etwa 4 Wochen blaffarbige kleine Warzen, aus denen schlieBlich nach weite- 
ren zwei Wochen kleine Wurzeln hervorbrachten. Die Frequenz dieser 
Effekte war 65% der behandelten Pflanzen. 


Die histologische Untersuchung der Warzen ergab einzelne Gruppen in 
radialer Richtung gestreckter Zellen der 1. oder 2. Subepidermalschicht. 
Zellteilungen waren zu diesem Zeitpunkt (4. Monat) in den Warzen nur sehr 
sparlich vertreten. Die Plastiden waren nur unvollkommen ausgebildet, d. h., 
sehr klein und nahezu farblos. 

Das Kalluswachstum der Sdchnittflache war in der Behandlungsreihe 
AAB, DAB und AT in zunehmendem Mafe geférdert. In DAB und vor 
allem in AT treten nach etwa fiinf Wochen Behandlungszeit und etwas 
spater einzelne rasch wachsende kugelférmige Gebilde auf der Kallusober- 
fliche hervor: diese Gebilde zeigen aber schon nach wenigen Tagen kein 
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weiteres Wachstum mehr. Da ihr weiteres Schicksal verfolgt werden sollte, 
wurden sie nicht histologisch untersucht. 

In der Kontrollserie fehlten die Warzen an den Stiimpfen, natiirlich 
auch die Wurzelbildung. Der Kallus der Schnittflache zeigie ein sattes Griin 
(demgegeniiber war der Kallus auf der Schnittflache der mit den cancero- 
genen Azofarbstoffen behandelten Pflanzen mehr von ..glasiger“ Erschei- 
nung). 

Auch nach einer Versuchsdauer von zwei Monaten war das Wachstum 
der Kalli in den Kontrollen — im Gegensatz zu den behandelten Serien — 
noch nicht eingestellt. 

Bryophyllum. Hier ist das Ergebnis ahnlich dem vorigen. Einen sicheren 
Effekt zeigte nur AT an den Stiimpfen (die im Gegensatz zu obigem Ver- 
such an Tomaten nur auf der Schnittflache mit Paste bestrichen waren). Es 
traten an 4 Exemplaren (20% der mit AT behandeliten Pflanzen) 6 bis 
8 Wochen nach Behandlungsbeginn kurze Adventivwurzeln an den Kanten 
der Schnittflache auf (Abb. 17 und 18). Diese Erscheinung wurde an den 
Kontrollpflanzen wahrend der gesamten viermonatigen Beobachtungszeit 
nicht gefunden. 

Unterschiede zwischen den behandelten Serien und der Kontrollreihe im 
Wachstum der Kalli der Schnittflache konnten nicht festgestellt werden, da 
Bryophyllum nur eine sehr geringe Kallusbildung (im Vergleich zur 
Tomate) aufweist. 

Samtliche Achselsprosse waren normal ausgebildet. 


Versuch 3: Lanolinpaste mit Agens + IES 
Material und Methodik: 


Da wiederholt berichtet wird, daB die Ausbeute an Crowngall-Tumoren zahlen- 
mafig und an GréBe bedeutend erhéht wird, wenn man wahrend der Inkubations- 
zeit Auxin verabreicht, wurde auch ein Versuch mit einem Zusatz von IES ausgefiihrt. 
Verwendet wurde dieselbe Paste wie in Versuch 2, jedoch mit einem Zusatz — so- 
wohl in der Kontrollpaste, wie in der agenshaltigen — von 0.01% IES. Die gepriif- 
ten Stoffe, die Art und Anzahl der Versuchspflanzen und die Versuchszeit waren 
dieselben wie in Versuch 2. Den erneuerten Pasien wurde IES in der namlichen 
Konzentration zugesetzt. Als nicht-cancerogener Vergleichsstoff wurde AB neben 
einer Kontrollserie verwendet. 


Ergebnisse: 


Die Ergebnisse waren, wenn auch quantitativ verschoben, dieselben wie 
in Versuch 2. Nur traten diesmal bei den Tomaten die Adventivwurzeln auch 
an der Schnittflache selbst auf, sowohl an den (mit IES behandelien!) Kon- 
trollpflanzen wie — bedeutend mehr — an den (mit IES + Agens) behandel- 
ten Individuen, vor allem in der Serie mit AT. An Bryophyllum waren 
keinerlei Unterschiede zwischen den einzelnen Stoffserien zu erkennen. AB 
hemmt an Tomaten und Bryophyllum jegliches Kalluswachstum, die 
Stiimpfe sterben innerhalb von sechs Wochen bis zum nichsten Knoten ab. 

Vergleicht man die Gewebswucherungen auf der Schnittflache der nicht 
mit Agens behandelten Konirollpflanzen von Tomate aus den beiden Ver- 


5* 





68 A. Blochinger 


suchen 2 und 3, so fallt sofort die .glasige* Beschaffenheit der Kalli auf, 
welche nur mit IES behandelt waren. Diese Kalli erinnern vor allem an 
jene der mit AT behandelten Pflanzen in Versuch 2. 

Die BP-haltige Paste bewirkte gegeniiber den Kontrollserien sowohl in 
Versuch 2 als auch in Versuch 3 keinerlei Effekte. Eine fluoreszenzmikro- 
skopische Untersuchung verlief vollkommen negativ. Wahrscheinlich war 
der Stoff nicht in die Zellen tibergegangen. 


Versuch 4: Adsorbiertes Agens 
Material und Methodik: 

Eine letzte Versuchsreihe wurde nur mit Tomaten in der Zeit von Juni 1958 bis 
Januar 1959 durchgefiihrt. Etwa 4 cm lange. in konzentrierter Salpetersadure griind- 
lich gereinigte und danach ausgewaschene Magnesiastaébchen wurden wiederholt in 
agenshaltige Atherlésung eingetaucht und bei 60° getrocknet. Gepriift wurden die 
Substanzen AT, DAB, AAB, AB sowie AS. Um AS zu adsorbieren wurden die 
Stabchen in eine wisserige Lésung dieses Stoffes eingetaucht, die 50 mg/l enthielt 
und im Luftstrom getrocknet. Nach der letzten Trocknung wurden die Stabchen 
etwa 3 cm tief in den Stumpf einer frisch dekapitierten Tomatenpflanze gedriickt. 
Um die Schnittflache feucht zu halten, wurde auf den Stumpf ein Fixierréhrchen, 
allseitig lose anliegend, gestiilpt. Je gepriifter Stoff wurden 20 Individuen verwen- 
det sowie 30 Kontrollexemplare. deren Stabchen vorher nur mit Atherlésung durch- 
trankt worden waren. 


Ergebnisse: 

Die Kontrollpflanzen bildeten zunachst auf den Schnittflachen und um 
die Stabchen einen Kallus. Nach kurzer Zeit trieben die obersten Achsel- 
sprosse aus. 

An den mit AS behandelten Pflanzen lief sich keine charakieristische 
Feststellung machen, da im Verlauf von vier Tagen das Gewebe um die 
Stabchen abstarb, so daf wahrscheinlich keine weitere Aufnahme der Sub- 
stanz erfolgen konnte: denn zu keinem spateren Zeitpunkt mehr trat wah- 
rend des Versuches eine Verainderung am obersten Knoten oder dem Stumpf 
dariiber auf. Das gleiche gilt fiir AAB und AB. 

An den mit DAB, vor allen aber den mit AT behandelten Pflanzen, wur- 
den zweierlei Abnormalitaten beobachtet. Die erste besteht in einer Stérung 
des Austreibens der obersten Achselknospe. Es erscheinen namlich mehrere 
Triebe an Stelle des einen Achselsprosses: das gelegentliche Auswachsen nur 
eines einzelnen Blattes diirfte auf ein Absterben des Restes des Achsel- 
sprosses zuriickzufiihren sein. Eine zweite Art der Stérung fand sich an den 
normal aus der obersten Achsel wachsenden Sprossen. Ihre Blattspreiten 








Abb. 7 bis 12. Solanum lycopersicum. Dargestellt ist die untere Zellhalfte; Plastiden 

(wei) und Mitochondrien (schwarz). 7a und b Zellen aus dem Rindenparenchym 

einer Kontrollpflanze. — 8 Zelle aus einem mit IES erzeugten Kalius. — 9 Zelle aus 

einem mit o-Aminoazotoluol erzeugten Kallus. — 10 Zelle aus dem Rindenparen- 

chym mit p-Aminoazobenzol behandelt. — 11 Zelle aus dem Rindenparenchym mit 

p-Dimethylaminoazobenzol behandelt. — 12 Zelle aus dem ..Kallus* mit Azobenzol 
vorbehandelt und nachfo!gender Applikation von IES. 
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Abb. 7 bis 12. 
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waren gekrauselt und stark reduziert. Schlieflich trat nach Ausbildung von 
zwei bis drei Blattern unter Anthozyanbildung ein allgemeiner Wachstums- 
stillstand ein und einige Wochen spiter starben die Sprosse ab. Alle 
Adhselsprosse aus tiefer gelegenen Knospen waren normal. 

Die vorstehend beschriebenen Einzeleffekie waren nur an weniger als 
30% der behandelten Versuchspflanzen zu beobachten. 


Cytologische Untersuchung: 
Die Mitochondrien wurden mit Janusgriin (Konzentrationsreihe s. S. 41) 
angefarbt, daher erscheinen sie in den Zeichnungen etwas kontrahiert. 
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Abb. 13 bis 16. Bryophyllum daigremontanum. Dargestellt ist die untere Zellhalfte: 
Plastiden (weif) und Mitochondrien (schwarz). 13 Zelle aus dem Rindenparenchym 
einer Kontrollpflanze. — 14 Zelle aus einem mit IES erzeugten Kallus. — 15 Zelle 
aus einem mit o-Aminoazotoluol erzeugten Kallus. — 16 Zelle aus dem Rinden- 
parenchym mit p-Dimethylaminoazobenzol behandelt. 


Anhand einer Reihe von Abbildungen (Abb. 7 bis 16) sind die wichtigsten 
Befunde iibersichtlich zusammengestellt. Die im Folgenden mit ,.T“ mar- 
kierte Nummer gibt die zugehérige Abbildung fiir Tomate, die mit ..B* 
markierte fiir Bryophyllum an. Samtliche Zellen stammen aus dem Rinden- 
parenchym oder davon abgeleiteten Teilen. Es ist jeweils nur der Wand- 
belag der unteren Zellhalfte dargestellt. 

a) Normal (Rindenp.): Plastiden griin (T 7 und B 13): 

b) IES (aus Kallus): Plastiden nahezu farblos, Mitochondrien vermelhrt, 
kugelférmig (T 8 und B 14): 
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c) AT (aus Kallus): Plastiden nahezu farblos, Mitochondrien vermehrt, 
elliptisch (T 9 und B 15); 

d) DAB (Rindenp.): Wie AT, aber der Normalform viel naherstehend 
(T 11 und B 16); 

e) AAB (Rindenp.): Plastiden farblos, Mitochondrien nicht (?) vermehrt 
(T 10); 

f) AB (Rindenp.): Plastiden normal, Mitochondrien geschadigt, nicht ver- 
mehrt (T 12). 


Behandelt man eine Zelle gleichzeitig mit IES und AB, so zeigt sich zwar 
ein Streckungswachstum, die Mitochondrien werden aber nicht vermehrt. 
Behandelt man zuerst drei Wochen mit AB und danach mit AB + IES, so 


tritt auch das Streckungswachstum nicht mehr auf. 


Abb. 17 und 18. Stengelstiimpfe dekapitierter Exemplare von Bryophyllum daigre- 
montanum, mit o-Aminoazotoluol-gesattigter Lanolinpaste behandelt. Bildung von 
Adventivwurzeln. 


Auch bei den cytologischen Untersuchungen zeigte Bryophyllum einen 
schwacheren Effekt als die Tomaite. 


Diskussion: 


Es lieBen sich nicht einmal die einzigen bisher in der Literatur vorliegen- 
den, scheinbar positiven Befunde (M. Le vine 1939) bestatigen. AT und 
DAB férderten zwar einige Zeit lang das Wachstum der Kalli an den Stiimp- 
fen und sogar die Bildung kleiner Warzen; ein autonomes starkes Wachstum — 
— vergleichbar etwa mit dem der Crowngalls — trat aber nicht ein, trotz 
der bestméglichen Behandlungsweisen und monatelanger Einwirkung der 
Stoffe. Auch die aus Crowngall-Versuchen abzuleitende Hoffnung, da® ein 
Zusatz von IES als Hilfsfaktor der Realisierung der Tumorbildung giinstig 
einwirken wiirde, erfiillte sich nicht. Dagegen brachten die Versuche einige 
Beobachtungen iiber interessante Teileffekte: 
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Bei den Kontrollen kénnen sich aus den Kalli neue Sprosse bilden; nach Ein- 
wirkung von DAB und AT wurde dies niemals beobachtet. Diese Stoffe férdern das 
Kalluswachstum in den ersten acht Versuchswochen. 

Wie schon in den anderen Versuchsreihen, erwiesen sich auch hier die cancero- 
genen Azofarbstoffe weniger giftig als das nichtcancerogene AB, AAB nimmt eine 
Mittelstellung ein. Erstere erlauben daher die Manifestierung von Effekten, die bei 
gleicher Konzentration von AB nicht mehr auftreten kénnen. 

Die Unterschiede zwischen den cancerogenen Stoffen selbst lassen sich zwanglos 
durch die verschiedene Wasserlislichkeit erklaéren, von der die Menge abhingt, die 
in das Gewebe aufgenommen wird. BP als der Stoff mit der geringsten Wasser- 
lislichkeit war unwirksam, DAB weniger wirksam als AT. AS ist nicht nur wegen 
seiner sehr hohen Wasserléslichkeit, sondern auch wegen seiner schwach sauren 
Eigenschaften nicht ohne weiteres zu vergleichen. 

Besonders interessant ist die Parallele in der Wirkung von IES einerseits und 
den cancerogenen Stoffen DAB und AT andererseits. Sie auBert sich nicht nur in 
den cytologischen Effekten auf Plastiden und Mitochondrien, sondern auch fiir eine 
ziemlich lange Zeit (2 Monate!) in der Férderung des Kalluswachstums und der 
Adventivwurzelbildung (und Zellstreckung?). Die Mitochondrienvermehrung kénnte 
allerdings auch eine sekundare Folge des durch IES bewirkten Zellwachstums sein, 
da die Mitochondrienzahl in Korrelation zur ZellgréBe steht (siehe Abb. 7 a und b). 


GruppeB 


Als Versuchsobjekte dienten Hedera helix und eine panaschierte Form 
von Tradescantia (Tr. anagallidea cult. Laekenensis). Beide Arten lassen 
sich sehr lange (Tradescantia unbeschrankt) als abgeschnittene Zweige in 
Lésungen kultivieren. Hedera behalt ihre griinen Blatter auch iiber den 
Winter. Die Einwirkung der Substanzen auf die Blatter kann daher infolge 
der héheren Lebensdauer dieser Organe besonders griindlich studiert wer- 
den. 


Infolge der langen Versuchsdauer war die Méglichkeit gegeben, in solche 
Zweige mit dem Transpirationsstrom relativ hohe Mengen der zu testenden 
Stoffe in langdauernder Darbietung aus verhaltnismaBig stark verdiinnten 
Lésungen aufnehmen zu lassen, also gerade die Bedingungen einzuhalien, 
die bei Mensch und Tier in der chemischen Krebsauslésung von besonderer 
Bedeutung sind. 


Von Tradescantia wurde eine panaschierte Form ausgewahlt. um eine 
eventuelle Férderung oder Hemmung einer der beiden Zellsorten durch die 
Agenzien feststellen zu kénnen. 


Von beiden Objekten wurden etwa 20 bis 30 cm lange, wurzellose Zweige in 
Reagenzglaser gestellt. die mit Agenslisung gefiillt waren. Als Nahrlésung diente 
Leitungswasser mit einem Zusatz von 0,5 g/l Mairol. Diese Lésung wurde 1 Stunde 
im Dampftopf sterilisiert und nach dem Abkiihlen die einzelnen Stoffe zugesetzt. 
Die Lésungen in den Glasern wurden jeden zweiten Tag nach griindlichster Reini- 
gung der Reagenzgliaser gegen frisch zubereitete ausgewechselt. Je getesteter Sub- 
stanz wurden etwa 20 Zweige verwendet; die Kontrollserie hatte denselben Umfang. 
In den einzelnen Versuchsreihen wurde die Methodik mehrfach variiert. es kann 
daher eine genaue Beschreibung der Verfahrensweise nur bei den jeweiligen Ver- 
suchen mit Tradescantia und Hedera gegeben werden. 
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Versuch 1: Tradescantia 


Die Versuche wurden in der Zeit von Oktober 1958 bis Marz 1959 in einem 
nordseitigen Gewachshaus bei 20° durchgefiihrt. Die gepriiften Stoffe wurden als 
wasserige Lésungen geboten. Die verwendeten Reagenzgliser waren auf der Aufen- 
seite zum Schutz gegen photodynamische Schaédigung und Veralgung geschwarzt. 


Ergebnisse: 

DAB. In 0,45 mg/l trat friihestens in der 4. Versuchswoche eine bis zu 
Versuchsende dauernde schwache Chlorose aller Blatter und eine kaum fest- 
stellbare Wachstumshemmung der Sprosse auf; vor allem war die Zahl der 
gebildeten Wurzeln vermindert. Die Blatter waren durch Anthozyan leicht 
violett gefarbt. 

AT. In 1,8 mg/l war die nach 3 bis 3 Wochen und spater erscheinende 
Chlorose so stark, daf{ die Panaschierung nicht mehr zu erkennen war. Die 
Blatter waren von normaler bis leicht reduzierter Grée, durch Anthozyan- 
gehalt gefarbt. An Sprossen mit solchen Blattern war das Wachstum voll- 
kommen gestoppt. Das Wurzelwachstum war kaum gehemmt, die Zahl der 
gebildeten Wurzeln vermindert. 

AAB. In einer vollgesattigten Lisung (7,4 mg/l) sind die Internodien 
stark gestaucht und die Blattspreiten reduziert; das Wachstum der Sprosse 
ist stark gebremst. Wurzeln werden nicht mehr gebildet. In den Blattern 
tritt aber keine Chlorose auf, diese sind vielmehr tief violettgriin. 

Eine '/3-gesattigte Lésung (also 2,5 mg/l) erzeugt nach 5 bis 6 Wochen 
Behandlungszeit dagegen Chlorose. Die Blatter sind normal grof und stark 
anthozyanhaltig. Das Wachstum von Sprossen mit solchen Blattern war ge- 
stoppt; die Zahl und das Wachstum der Wurzeln war stark vermindert. 

AS erzeugt in einer Konzentration von 1 mg/l nach 4 Wochen ziemlich 
starke Chlorose an den neugebildeten Blattern. Jedoch waren die 6 Wochen 
nach Versuchsbeginn erschienenen Blatter von normalem Aussehen. 

Eine Steigerung der Konzentration in der 7. Versuchswoche auf 1,5 mg/l! 
bewirkte in der 9. bis 11. Versuchswoche (also bereits nach 3 Wochen) eine 
erneute Chlorose der Pflanzen. In der 13. Versuchswoche — nach Abklingen 
der Chlorose wurde die Dosis auf 2.6 mg/l gesteigert; es trat nur noch 
eine leichte Chlorose auf, und die Pflanzen nahmen das gleiche Aussehen 
wie in ,,vollgesattigter* AAB-Lésung an. Das Wachstum, auch der Wurzeln, 
war in keinem Fall stark gehemmt. Nach 4 Wochen Behandlungsdauer mit 
der héchsten Konzentration starben zwei Pflanzen ab. Halt man dagegen 
die Pflanzen konstant in einer Konzentration von 1 mg/l, so zeigen sie nach 
etwa 10 Tagen Chlorose wieder die gleich intensive Griinfarbung aller Blat- 
ter wie die Kontrolle. 

Im Verlauf der Chlorose ergibt sich ein wichtiger Unterschied zwischen 
AS und den Azofarbstoffen. Wird die Chlorose durch AS erzeugt, so ist sie 
kompensierbar und leicht reversibel; die chlorotischen Pflanzen sind in 
ihrem Wachstum kaum behindert. Ganz anders verhalt sich eine durch die 
verwendeten Azofarbstoffe erzeugte Chlorose. Die stark chlorotischen Pflan- 
zen sind in ihrem Wachstum vollkommen gestoppt. Die Chlorose selbst ist 
von sehr hartnackiger Bestandigkeit. Stellt man namlich eine Pflanze aus 
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AT-Lésung in Kontrollésung ein, so kénnen zwar die neugebildeten Blatter 
sofort ergriinen, nicht aber die chlorotischen. Diese zeigen erst nach etwa 
6 bis 8 Wochen einen griinen Anflug. Die relative Harmlosigkeit der Stoffe 
beweist die Tatsache, daf es méglich ist, die Pflanzen monatelang in AT- 
Lésung in diesem stark chlorotischen Zustand lebend zu erhalien. Ferner 
kann die Wachstumshemmung, welche an den stark chlorotischen Pflanzen 
aufgetreten war, nicht durch ,.Nahrungsmangel* bedingt sein, sondern nur 
durch die Wirkung des applizierten Stoffes, denn die auswachsenden Seiten- 
triebe entarten erst nach Bildung einiger griiner Blattchen ebenfalls chloro- 
tisch und werden zugleich in ihrem Wachstum gestoppt. Dabei kann es 
manchmal vorkommen, daB die Spitze eines Blattes normal gefarbt ist, 
wahrend der Blattgrund vollkommen weif erscheint. 

Eine Verschiebung der Panaschiire zugunsten der griinen oder blassen 
Bezirke konnte nicht beobachtet werden. Eine differentielle Férderung oder 
Hemmung einer der beiden Zellsorten oder einseitige Selektion war also 
nicht eingetreten. 


Versuch 2: Hedera 


Material und Methodik: 


Dieser Versuch wurde in zwei aufeinanderfolgenden Jahren. von Februar bis 
September 1958 und Marz bis September 1959, in einem nordseitig gelegenen Ge- 
wachshaus bei 15—20° durchgefiihrt. 

Gepriift wurden in der Versuchsserie 1958 die Stoffe AT und DAB. Tween 20 
bewihrte sich nicht als Lésungsvermitiler, daher wurden die Stoffe in 0,.2%iger 


alkoholischer Suspension geboten. Die Nahrlésung wurde nach einstiindiger Sterili- 
sation im strémenden Dampf abgekiihlt und zu 1 | Nahrlésung 2 ml einer gesattig- 
ten Alkohollésung des jeweils erforderlichen Stoffes zugesetzt. Es handelt sich also 
um eine gesattigte Agenslésung in 0,2%iger alkoholischer Lésung, in der noch ein 
erheblicher Teil der Substanz in feinster Verteilung suspendiert war. Angesetzt 
wurden pro Stoff 22 Sprosse sowie als Kontrolle 25 Exemplare in 0.2% alkoholischer 
Nahrlésung. 

In der Versuchsreihe 1959 wurden die Stoffe AAB, DAB, AT und AS in wasse- 
riger, das nicht-krebserzeugende AB in 0.2%iger alkoholischer Lésung geboten; 
hinzu kam noch je eine Konitrollserie in Nahrlésung und 0,2%iger alkoholischer 
Nahrlésung. Der Stoff AAB wurde in zwei Konzentrationsstufen unterteilt, einmal 
vollgesattigt (100%) und zu einem Viertel gesattigt (25%). Fiir die Versuchsreihe mit 
AS und ABB wurden jeweils 20 Individuen verwendet; dabei wurde die Serie AAB 
100% unterteilt: 10 Individuen wurden 16 Tage in agenshaltige Lésung und darauf- 
folgend in Nahrliésung gebracht. die iibrigen zehn erhielten Dauerbehandlung. Von 
DAB und AT wurden jeweils nur zehn Exemplare angesetzt. 


Da die Lésungen, insbesondere die mit Alkoholzusatz, eine starke Neigung zu 
Verunreinigung zeigten, wodurch die unter Wasser befindlichen Pflanzenteile inner- 
halb kurzer Zeit in Faulnis iibergehen, muBten sie staéndig erneuert werden. Im 
vorliegenden Versuch geschah dieses — wie bei Tradescantia — jeden zweiten Tag. 
Die Pflanzen wurden zu diesem Zweck aus den Reagenzglisern genommen und 
unter dem kraftigen Strahl einer Wasserstrahlpumpe abgespiilt. Ebenso wurden 
die Reagenzglaser mit einer Biirste griindlichst gereinigt und die Pflanzen in den 
mit frischer Liésung gefiillten Behalter wieder eingestellt. 
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Zur weiteren Beobachtung wurden sémtliche Individuen nach Ablauf der an- 
gegebenen Versuchszeit in Erde verpflanzt und mindestens fiinf Monate lang weiter 
gezogen. 

Im Gegensatz zum Tier ist die héhere Pflanze nicht befahigt, den gebotenen 
Stoff laufend auszuscheiden. Daher war es hier méglich, aus der Messung der 
aufgenommenen Fliissigkeitsmenge mit hinreichender Genauigkeit die Gesamtmenge 
des aufgenommenen, cancerogenen Stoffes zu errechnen, Dies geschah fiir jede Ver- 
suchspflanze durch fortlaufende Registrierung der aus den Reagenzglasern ver- 
schwundenen Fliissigkeitsmenge gelegentlich der Erneuerung der Lésungen, selbst- 
verstandlich unter Abzug der Verdunstung 
(gemessen an gleichartigen Gliasern ohne 
Zweig). 


Ergebnisse 
Habitus der Pflanzen 


Samtliche Pflanzen der Kontroll- 
reihen — sowohl in alkoholischer wie in 
alkoholfreier Nahrlésung— wieseneine 
normale Entwicklung auf. Die Blitter 
der Pflanzen in alkoholischer Niahr- 
ldsung zeigten einen gerade noch er- 
baren Geruch nach Alkohol. Vermut- 
lich wurde ein Teil des Stoffes auf 
diesem Wege aus der Pflanze entfernt. 

AT. Das Spitzenmeristem aller 
Pflanzen war mit Beginn des 4. Monates parenchym der Blatter von Hedera 
der Behandlung so stark gehemmt. helix. Rechts: Kontrollpflanze, links: 
daf@ kein einziges neues Blatt mehr pach Behandlung mit o-Aminoazo- 
gebildet werden konnte. Eine Ver-  toluol. Dariiber die zugehérigen 
kriippelung der neugebildeten Blatter .Chloroplasten*. 
war nur vereinzelt aufgetreten. 

In der Wirkung des Stoffes auf die Blatter lassen sich zwei zeitlich ver- 
schiedene Phasen unterscheiden. Die erste Phase (..Sofortwirkung*) tritt 
kurzzeitig vor der Tumorbildung auf, die zweite Phase (,,Spatwirkung*) 
erst einige Monate nach Abschluf® der Behandlung. Als Sofortwirkung zeig- 
ten sich auf den Blattern einiger Pflanzen, vor allem in den Interkostalfeldern, 
punkiférmige weifliche Flecken, die bevorzugt zunachst an den jiingeren 
Blattern auftreten. Als Spatwirkung tritt dieselbe Erscheinung massenhaft 
auch an den Alteren Blattern auf (in den beobachteten Fallen etwa 1 Jahr 
nach Behandlungsbeginn — die Pflanzen waren bereits 4 Monate auf Erde 
gezogen worden). Dieser letzte Effekt ist sehr ausgedehnt und verleiht den 
Pflanzen ein Aussehen, das einer Viruskrankheit ahnlich ist. Die Zerst6run- 
gen umfassen vor allem die zweite Palisadenschicht. Die Chloroplasten sind 
in den weiflichen Bezirken degeneriert. Die Abb. 19 soll dies veranschau- 
lichen: sie zeigt eine normale und eine geschadigte Zelle samt den Plastiden. 

DAB hemmi das Wachstum des Spitzenmeristems starker als AT. Eine 
Sofortwirkung auf die Chloroplasten der Blatter wahrend der Behandlung 


Abb. 19. Zellen aus dem Palisaden- 
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konnte nicht festgestellt werden. Es muff an dieser Stelle aber betont wer- 
den, da® der Fluoreszenztest an den Blattern bei dieser Substanz in beiden 
Konzentrationen (alkoholfreie — WASS in Tab. 7 — und alkoholische 
— ALK — Nihrlésung) versagte; daher ware es denkbar, daft héchstens 
Spuren von DAB in die Blatter gelangt waren, denn diese zeigten simtlich 
eine schwach chlorotische Verfarbung. Die Spatwirkung auf die Plastiden 
nach Verpflanzung auf Erde war bei weitem nicht so intensiv ausgebildet 
wie in AT. 


Tabelle 2. 





it II IV Vv vi | va| vu 





— | : 
Aufn./Pfl. Lés. konz. | Grenz-, Behandl.-!Tumor| Aufn./Pfl. 
in ml/d mg/l M-10-§ | dosis | zeit (Tg.)| °/) | inM-10-6 


Jahr 





AT WASS | 1959 | 052 | 1,8 0,48 | 115 0,9 
ALK | 1958 | 0,83 | 2,4 85 1,79 


DAB WASS | 1959 | 0,83 |S s(0,46 9; 23 | 185 0,35 
ALK 58 | 0,8 ae | 82 | 1,49 


AAB 100°/, WASS | 1959 | 0,85/0,33 | 7,41 | 16+ 18 | 2,44 
25°/, WASS | 1959 | 0,38 | 1,85 | 0,27 | 20 | 0,76 


WASS 1959 | = 0,85 1,0 
ALK | 1959 | 0,97 0,45 


WASS | 1959 1,24 
ALK | 1958 0,85 
ALK | 1959 0,99 





AAB 100% stoppt das Wachstum des Spitzenmeristems innerhalb weni- 
ger Tage Behandlungsdauer; neue Blatter werden daher nicht getrieben. 
Die schon vor Versuchsbeginn vorhandenen Blatter vergilben langsam inner- 
halb von vier Monaten Behandlungszeit und werden abgestofen. 


Behandelt man mit dieser Konzentration nur 16 Tage und bringt die 
Pflanzen dann anschlieBend in Nahrlésung, so beobachtet man dieselben 
Erscheinungen, wie sie nachfolgend unter 25% beschrieben werden. 


AAB 25% hemmt das Wachstum des Spitzenmeristems so nachhaltig, 
da wahrend der ganzen Behandlungszeit fast keine neuen Blatter mehr 
gebildet werden kénnen. Die wenigen, die wahrend der Behandlung ge- 
trieben wurden, waren alle stark chlorotisch. An den schon vorhandenen 
Blattern erzeugte diese Konzentration als Sofortwirkung in den Interkostal- 
feldern eine gelbliche, punktartig verteilte Verfarbung. Das Auftreten dieses 
Effektes ist von der Grée der Fliissigkeitsaufnahme abhangig und daher 
nur auf wenige Individuen beschrankt. Eine Spatwirkung nach Verpflan- 
zung auf Erde konnte nicht beobachtet werden. 

AS behindert das Spitzenmeristem in seinem Wachstum nur sehr 
schwach. Alle neugebildeten Blatter zeigten Chlorose, ergriinten aber spater 
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Abb. 20. Hedera helix, submers gehaltene Stengelpariien. a Nahrlésung (normale 
Lentizellenbildung — auch in 0,2% Alkohol). — b In wisseriger Lésung von p-Di- 
methylaminoazobenzol (gesteigerte Parenchymbildung; Beginn des Anschwellens 
des Stengels — Tumor). — c 16 Tage in gesattigter Lésung von p-Aminoazobenzol 
und anschlieBend in Nahrlésung (schwache Anschwellung). — d In arseniger Saure 
(Stengel angeschwollen — reifer Tumor). — e Reifer Tumor in alkoholischer Lésung 
von p-Dimethylaminoazobenzol. Tumor des Stengelparenchyms. — f Reifer Tumor 
in alkoholischer Lésung von o-Aminoazotoluol. Tumor des Blattpolsters. — g Reifer 
Tumor in alkoholischer Lésung von o-Aminoazotoluol (..Sekundartumor* etwa 
drei Wochen nach Abtrennen des ersten Tumors). 
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wieder normal. Nahezu gleichzeitig an allen Blattern tritt als Sofortwirkung 
eine in den Interkostalfeldern lokalisierte, punkiférmige, weifliche Ver- 
farbung auf. Auch diese Blatteile ergriinen sehr bald wieder (bei den Azo- 
farbstoffen dauert dieser Vorgang wochenlang!). Eine Spatwirkung nach 
Verpflanzung auf Erde konnte nicht beobachtet werden. 


Saimtliche im vorstehenden aufgefiihrten Effekte, einschlieBlich der Hemmung 
des Spitzenmeristems, waren reversibel; nach Verstreichen einer gewissen Frist zeig- 
ten die neugebildeien Blatter, falls die Behandlung eingestellt worden war und die 
Pflanzen auf Erde gezogen wurden, eine vollkommen normale, gleichmafige Far- 
bung. 


AB. Das Spitzenmeristem stellte sehr rasch seine Tatigkeit ein und be- 
gann in der 35. Woche der Behandlung abzusterben. Nach zwei weiteren 
Wochen wurden die Blatter abgestofen, die neuaustreibenden Seitensprosse 
stellten nach Ausbildung eines Blattes das weitere Wachstum ein und star- 
ben ebenfalls ab. Nach 90 Tagen Behandlungszeit waren nur noch fiinf von 
zwanzig Pflanzen am Leben. Zu Versuchsende (123.Tag) war auch die letzte 
Pflanze eingegangen. Die wenigen neugebildeten Blatter waren normal 
griin, besafen aber eine reduzierte Spreite und wiesen oft Verkriimmungen 
‘und Verkiimmerungen der Blattspreite auf. 


Tumorbildung 


Die Abnormalitiaten, welche hier als ..Tumoren“ bezeichnet werden, tre- 
ten nur an den untergetauchten Stengelpartien auf. Bevorzugter Sitz sind 
die Blattpolster, wahrscheinlich wegen ihres Parenchymreichtums; aber auch 
an den Internodien sind diese Entartungserscheinungen aufzufinden. 

Die Tumoren leiten sich von den Lentizellen ab. Die ersten Entwicklungs- 
stadien gleichen véllig denen an den Konitrollpflanzen. Aus kleinen Warzen 
werden Langsrisse, die sich zu Lentizellen erweitern. Wahrend aber bei den 
Konirollen diese Lentizellen bald nicht mehr weiter an GréBe zunehmen, 
sondern nur an Zahl, entwickeln sie sich in Agenslésung, wie dies in Abb. 20b 
zu sehen ist. Die Reste der Warze klaffen unter Fortsetzung der anfangs er- 
wahnten Rifbildung. Zur gleichen Zeit beginnt die Umgebung anzuschwel- 
len, wodurch sich die Risse (zu Spalten) vergréBern (Abb. 20d). Im End- 
stadium weist der submerse Stengelteil den doppelten bis dreifachen Um- 
fang auf. Seine Oberflache ist dann von etwa icm langen Spalten und 
warzenartigen Protuberanzen bedeckt und braunlich verfarbt. Besonders 
charakteristisch tritt dieser Zustand bei Behandlung mit DAB und AT auf 
(Abb. 20 e, f, g). In AS bleiben die Stengel normal griin, die Warzen sind 
kaum ausgepragt (Abb. 20c), wahrscheinlich deshalb, weil der Tumor sehr 
friihzeitig auftritt, denn schon wenige Tage nach Erscheinen der ersten 
Warzen beginnt der Stengel anzuschwellen. 

Von jedem der getesteten Stoffe wurde wenigstens ein Tumor erzeugt. 
Den jeweiligen Zeitpunkt des erstmaligen Erscheinens gibt Kolonne VI der 
Tab. 7, S. 76 an. In dieser Tabelle sind die Versuchsdaten iibersichtlich zu- 
sammengestellt. Die Angaben fiir die aufgenommenen Substanzmengen 
(Kol. VIII) sind in Mol.10-® gehalten, um einen Konzentrationsvergleich 
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Abb. 21 bis 26. Querschnitte durch den submers gehalienen Teil von Siengeln von 
Hedera helix, 21 Kontrolle. — 22 in 1 mg/l arseniger Saure. — 23 in wisseriger 
Lésung von o-Aminoazotoluol (1,8 mg/l); Spaltenbildung durch Streckung des 
Rindenparenchyms. — 24 Ausschnitt von Abb. 23. — 25 in 0,2%iger alkoholischer 
Lésung von Azobenzol (0,45 mg/l). — 26 Ausschnitt von Abb. 23. 
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durchfiihren zu kénnen. Die Grenzdosis (V) scheint fiir alle Stoffe in der 
Gréfenordnung von 0,23 bis 0,33 X 10-* Mol zu liegen (der Wert fiir AT ist 
zu hoch, es sind nimlich mehrere Tumoren bei dieser Konzentration aufge- 
treten), diese Menge an AB ist aber bereits fiir die Pflanze letal (VII, 5). 

Damit in AAB 100% ein Tumor gebildet wird, ist es allerdings notwen- 
dig, die Zweige nur 16 Tage zu behandeln (Aufn./Pfl. Tab. S. 76 113 a, linke 
Zahl) und sie dann in Nahrlésung zu stellen (Aufn./Pfl. III 3 a, rechte Zahl). 
BelaBt man dagegen die Pflanzen in der vollgesattigten Lésung iiber die 
ganze Versuchszeit, so unterbleibt jegliche Aktivitaét am Stengel. In AAB 
25% tritt dagegen bei Dauerbehandlung ein Tumorwachstum ein. 

Das abweichendste Resultat liefert AB. Die Anfangsstadien der Lenti- 
zellenbildung waren stark verzégert. Nach 123 Tagen Behandlung zeigte die 
letzte noch lebende Versuchspflanze sehr deutliche Absterbeerscheinungen. 
Der an ihrem Stengel ausgebildete Tumor hatte ungefahr einen Entwick- 
lungszustand erreicht, wie ihn Abb. 20b darstellt. Die submerse Stengel- 
partie unterschied sich oberflachlich betrachtet kaum von der der Kontroll- 
pflanzen, wies aber doch hier und da klaffende Warzen auf, ein Stadium, 
welches der Tumorbildung gewohnlich voranzugehen pflegt. Die iibrigen 
Pflanzen zeigten diese Erscheinungen nicht, da sie zum Teil schon vor der 
Ausbildung von Lentizellen abgestorben waren. Die einzige ,iiberlebende” 
Pflanze stand also im Anfangsstadium des Entwicklungsganges. 

Es ist leicht erkennbar, da®B das abweichende Verhalten nach Einwirkung 
von AB (und AAB 100%) eine Folge der gréferen Toxizitat dieser Stoffe 
ist. Die Entstehung von Tumoren, wie sie in AT und DAB erhalten werden, 
ist ein langsam fortschreitender, monatelang dauernder Prozef, der eine 
gewisse Vitalitat der Pflanze voraussetzt. Ist diese durch zu starke Giftig- 
keit des Agens geschwacht, so stirbt die Pflanze, ohne daft der Tumor eine 
nennenswerte Grofe erreicht hat. Dies ist bei AB und — in geringerem MaBe 
-— bei AAB 100% nach zu langer Einwirkung der Fall. 

Die zeitliche Verteilung der oben beschriebenen Vorgange laBt erkennen, 
daf der Teilungsreiz, der bei der Lentizellenbildung auftritt, fiir die Ent- 
stehung der Tumoren eine wesentliche Rolle spielt: so wurde niemals an 
einer Pflanze ein Tumor zeitlich vor der Lentizellenbildung beobachtet. Da- 
gegen hangt der Beginn der Tumorbildung von der Konzentration des ge- 
botenen Agens und der aufgenommenen Fliissigkeitsmenge ab. 

Eine interessante Variation der Versuchsanordnung besteht darin, da 
man die Zufuhr an cancerogenem Agens (wichtig: niedere Konzentration!) 
wahrend der Phase des Anschwellens der Stengelpartien abstoppt, indem 
man die Pflanze in Nahrlésung einstellt und letztere mehrfach wechselt, 
diese Mafnahme hat sofortigen Wachstumsstillstand der Stengelparten zur 
Folge. Die Tumoren werden also nicht selbstandig, ihr Wachstum ist von 
einer dauernden Zufuhr an Agens abhingig. 


Schneidet man einen Tumor ab, so bildet sich, falls man die obere, normal 
erscheinende Partie wiederum in Agenslésung stellt, innerhalb von etwa 
4 Wochen bereits ein fast vollausgereifter .Sekundiartumor*: in Abb. 20 ¢ 
ist ein solcher dargestellt. 
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Abb. 27 bis 32. Querschnitte an submers gehaltenen Stengelteilen von Hedera helix. 

27 Kontrolle; junges Stadium einer Lentizelle (in 0.2% Alkohol) — 28 Kontrolle; 

Endstadium einer Lentizelle (in Nahrlésung). — 29 o-Aminoazotoluol (in 0.2%iger 

alkoholischer Lésung = 2.4 mg/l); Streckung des Kambiums einer Lentizelle. — 

30 p-Aminoazobenzol, 25% gesattigt (1.85 mg/l); der gleiche Vorgang wie in Abb. 29. 

— 31 Kontrolle; Korkkambium (in Nahrlésung). — 32 o-Aminoazotoluol (1,8 mg/l); 
»Korkkambium“, gestreckt. 


Protoplasma, Bd. LIV/1 
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Histologieund Cytologie der Tumoren 


Fiir die mikroskopische Untersuchung wurden die Tumoren in Champys 
Gemisch* fixiert und nach dem iiblichen Verfahren in Paraffin eingebettet. Zur 
Anfertigung der Querschnitte eignete sich jedoch die gewéhnliche Methode nicht. 
Die Hiarteunterschiede zwischen dem Xylem und dem Paraffin waren zu grof, die 
Schnitte wurden stets zusammengeschoben und das Xylem zerfetzt. Um diesem 
Mifstand abzuhelfen, wurden nach einer Anweisung aus den Mikrotomnach- 
richten (Heft 1, 1958) ein Stiick Tesafilm auf den Block geklebt. Dadurch wurde 
beim Schneidevorgang jedwede Verzerrung ausgeschlossen und der Schnitt zeigt 
originalgetreu und lagerichtig alle Einzelheiten. Nach mehrfachen eigenen Ver- 
suchen erwies sich als beste Methode zur Ubertragung der Schnitte vom Tesafilm 
auf den Objekttriger ein einfaches Aufkleben auf eine vorher zum Rauchen erhitzte 
dicke Schicht Eiweifglycerin. Dabei wird der Film mit der klebenden Seite (auf der 
sich der Schnitt befindet) sanft in das Glycerineiweif eingedriickt. so daf dieses 
auBen iiber den Film flie8t. Hiermit wird vermieden, daf® sich Luftblasen unter dem 
Film befinden. Nachfolgend wird 3 bis 3 Tage bei 60° getrocknet. Der Film wird 
abgelést. indem man eine Ecke mit der Pinzette festhalt und einen Tropfen Xylol 
zwischen Film und Objekttrager gibt. Solange der Objektrager noch warm ist, list 
sich der Film durch den geringen Zug. welchen der Objektirager ausiibt. Die 
Schnitte wurden mit Hamatoxylin nach Ehrlich® gefarbt und zu Dauerprapara- 
ten verarbeitet. 


Histologische Befunde: 


An den Kontrollen laBt sich der normale Vorgang bei der Lentizellen- 
bildung rekonstruieren (Alkohol hat sichtlich keinen Einflu@ auf die Lenti- 
zellenbildung!). In Abb. 27 ist eine etwa 7 Wochen alte Lentizelle dargestellt; 
das Kambium ist deutlich zu erkennen. Ein altes Stadium gibt Abb. 28; 
hier ist das Kambium in Auflésung begriffen, es finden sich nur mehr ver- 
einzelt Zellteilungen. Das Innere der Lentizelle besteht aus locker liegenden 
Zellen, die einen AnschluB an das Rindenparenchym herstellen. Dadurch 
wird normalerweise eine giinstigere Versorgung mit Sauerstoff erreicht. In 
der vorliegenden experimentellen Anordnung verbessert aber jede neu ge- 
schaffene Offpung den Grad der Imbibierung des Parenchyms und damit 
der Zufuhr an Agens. Der auBere Anreiz zur Neubildung von Lentizellen 
bleibt iiber die ganze Versuchszeit erhalten. 

An den behandelien Exemplaren zeigt sich als auffallendste Abweichung 
bei der Lentizellenbildung ein Streckungswachstum der kambialen Zone 
(Abb. 29 und 30). webei dieser Vorgang langsam auf das Rindenparenchym 
iibergreift. Die Tumoren befinden sich zu diesem Zeitpunkt in dem Entwick- 
lungszustand. wie er in Abb. 20 b dargestellt ist. 


> B. Romeis. Mikroskopische Technik. Leibniz Verlag. Miinchen 1948. 


Abb. 33 bis 35. Zellen aus dem Rindenparenchym des submers gehaltenen Stengel- 

teiles von Hedera helix (Lebendaufnahme). 33 Kontrolle in 0.2% Alkohol. — 34 in 

1 mg/l arseniger Saure. Im linken Teil Mitochondrien einer dariiberliegenden Zelle 

zu sehen. — 35 in 0.2%iger alkoholischer Lésung von o-Aminoazotoluol (2.4 mg/l). 
Gruppe radial gestreckter Zellen. 
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Infolge der radialen Streckung des Rindenparenchyms treten an den 
peripheren Schichten grofe Spalten auf, die wiederum der Ausgangspunkt 
von Streckungsherden werden kénnen (Abb. 23 und 24). Auf dieser Ent- 
wicklungsstufe nimmt der Tumor ein Aussehen an, wie es in Abb, 20d, e, f 
und g dargestellt ist. 

Wird die Konzentration an Agens so gewahlt, daf die Zeit der Behand- 
lung bis zum Auftreten eines Tumors 3 Monate und langer betragt, so kann 
die Pflanze in ihrem submers gehaltenen Teil sich mit einem Korkmantel 
umgeben. Dieser ist in der Kontrolle normal ausgebildet (Abb. 31). Behandelt 
man die Pflanzen wahrend der ganzen Zeit mit AT oder DAB (in AAB 25% 
unterbleibt die Korkbildung ganz!) so kommt es in diesem Fall nicht zu ge- 
schlossener Korkbildung, sondern die kambiale Zone streckt sich (Abb. 32). 

Nur Andeutungen der eben geschilderten Effekte ergeben sich mit AB. 
Die Streckung ist wenig ausgepragt und beschrankt sich auf die auferen 
Parenchymschichten. Die Abb. 26 stellt eine vollausgebildete Lentizelle dar. 
Es sind nur wenige gestreckte Zellen darauf zu erkennen; sehr umfassend 
aber ist das Gebiet der toten Zellen in der Mitte. Dieser Befund erklirt, 
warum der betreffende Tumor — es hatte ja nur eine Pflanze .iiberlebt* — 
sich niemals weiter entwickeln kann. 


Cytologische Befunde: 


Die durch Streckungswachstum aus normalen Parenchymzellen bzw. 
Kollenchymzellen (unter Entdifferenzierung der Zellwand) hervorgehenden 
»Tumorzellen* weisen eine duBerst zarte Zellwand auf. Das Streckungs- 
wachstum geschieht unter VergréBerung der Vakuole, der plasmatische 
Wandbelag wird dabei diinner. Die Mitochondrien des Wandbelages ver- 
mehren sich wahrend dieses Zellwachstums in einem solchen Mab, daf die 
Beziehung zwischen Mitochondrienzahl und ZellgréRe erhalten bleibt (vel. 
S. 72). Die Farbbarkeit dieser Zellorganelle mit Janusgriin B ist stets gut. 
(Eine Ausnahme bildet AB: bei Behandlung mit diesem Stoff wird die Ver- 
mehrung der Mitochondrien verzégert und ihre Farbbarkeit bedeutend 
herabgesetzt. Es treten an ihnen deutliche Zeichen einer Schidigung auf.) 
In den Abb. 36 mit 41 ist die Vermehrung der Mitochondrien bei der Zell- 
streckung dargestellt. Chloroplasten finden sich nur zu Beginn der Zell- 
streckung bei den mit AS erzeugten Tumorzellen (Abb. 34), bei den mit den 
Azofarbstoffen erzielten liegen nur noch farblose Degenerationsformen vor, 
die oft kleiner als ein Mitochondrium sind (Abb. 35). Auch Alkohol ver- 
ursacht eine Schadigung der Chloroplasten (Abb. 33 und 38), diese Substanz 
besitzt aber keine Wirkung auf das Zellwachstum. 


Diskussion: 


Durch die verwendete Technik war es méglich, eine sich iiber Monate 
hinziehende chronische Aufnahme von insgesamt mehr als 0,1 mg an can- 
cerogenen Azofarbstoffen pro Zweig zu erreichen. Die partiell submerse 
Behandlung mit ihrer erschwerten Sauerstoffversorgung sollte eine even- 
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tuelle Cancerisierung erleichtern. Behandlung und Beobachtung wurden auf 
iiber 11 Monate ausgedehnt. Trotzdem war es nicht méglich, einen etwa den 
Crowngalls an Gréfe entsprechenden und autonom wachsenden Tumor zu 
induzieren. Was in der vorliegenden Versuchsserie als ..Tumor* bezeichnet 


Abb. 36 bis 41. Zellen aus dem submers gehaltenen Stengelteil von Hedera helix. 
Dargestellt ist die untere Zellhalfte, Piastiden (weif) und Mitochondrien (schwarz). 
36 Zelle aus dem Rindenparenchym einer Kontrollpflanze in Nahrlésung. — 
37 Zelle aus dem Kollenchymmantel einer Kontrollpflanze in Nahrlésung. — 38 Zelle 
aus dem Rindenparenchym einer Kontrollpflanze in 0,2%iger alkoholischer Lésung. — 
39 Zellen aus dem Rindenparenchym mit wisseriger Lésung von o-Aminoazotoluol 
behandelt (mit zunehmender Zellstreckung schreitet die Entdifferenzierung der Pla- 
stiden fort; die Vermehrung der Mitochondrien ist nicht beeintrachtigt). — 40 Zelle 
aus dem Rindenparenchym mit p-Dimethylaminoazobenzol in wasseriger Lésung 
behandelt. — 41 Zelle aus dem Rindenparenchym in 0.2%iger alkoholischer Lésung 
von Azobenzol. 
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wurde, macht zwar auferlich den Eindruck einer Gewebswucherung und 
-entartung: es ist aber fraglich, ob diese Bildungen als — noch nicht autonome 
— Vorstufen pflanzlichen Krebses angesprochen werden diirfen, geschweige 
denn etwas mit tierischhem Krebs zu tun haben. Es fehlt namlich gerade die 
fiir die Entwicklung einer .echten“ Krebsgeschwulst so typische hohe 
Teilungsaktivitat in den Efeu-.itumoren* véllig: sie .wachsen“ vielmehr 
durch Zellstreckung und das nur begrenzt. 

Immerhin ist es bemerkenswert. daf Zellvergréferung ohne Teilung an 
Pflanzen nach Eingriffen. die am Tier cancerogen wirken, schon mehrfach 
heobachtet wurde. So erzielte J. Petrova (1936) an Zygnema nach einer 
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Abb, 42. Abb. 45. 


Abb. 42. Spontantumor an einem mifgebildeten Exemplar von Solanum lycopersi- 
cum nach Verwundung. Abb. 42: Querschnitt — total. 


Abb. 43. Aussdchnitt. 


spatletalen p-Bestrahlung im letzten Stadium vor dem langsamen Absierben 
der Zellen eine Degeneration der Plastiden, Entmischung mit Lipoidtropfen 
im Hyaloplasma und Speicherung von Starke und. Gerbstoffen gleichzeitig 
mit einer auBerordentlich starken Zellstreckung. Auch H. Marquardt 
(1954) berichtet, da nach Bestrahlung von Hefe Riesenzellen und band- 
férmige Zellen aufgetreten sind. Erinnert sei auch an die von R. Bauch 
(1942) mit cancerogenen Kohlenwasserstoffen erzeugten Riesenzellen von 
Hefe (deren wirklicher Ursprung aber fraglich ist) und an die Riesen-Plutei 
von Strongylocentrotus lividus, die H. Druckrey (1947) mit Benzpyren 
erhielt. 

Weiterhin ist bemerkenswert, da in den Efeutumoren eine Entdifferen- 
zierung und Teilungshemmung der Plastiden, zugleich aber auch eine Ver- 
mehrung der Mitochondrien (in Zusammenhang mit der Zellvergréferung?) 
gefunden wurde. Es ist also eine Verainderung im Mengenverhalinis der 
extranukleiren Zellorganelle eingetreten. 
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Wirkung déstrogener Stoffe 


Einleitung 

H. Druckrey (1952) und andere verireten die Auffassung, daB eine 
Beziehung zwischen den aromatischen Cancerogenen und den éstrogenen 
Stoffen besteht. 

H. Druckrey (1950 und 1952) stiitzt sich auf die im Experiment ge- 
fundene Tatsache, daf einige der (schwach sauren) Phenole eine éstrogene 
Wirkung aufweisen. Die entsprechenden aromatischen Amine dagegen 
(basischer Charakter) sind cancerogen. Eine Gegeniiberstellung der Formeln 
soll dies verdeutlichen: 


Ostrogen Cancerogen 
: , H,C : 
>—_N=N— S yN— S—_N=N— 
\sees/ H,C \ —/ 
4, 4’-Dioxyazobenzol p-Dimethylaminoazobenzol 
tm — H,C —. 
HO— ‘—-OH N—€ 
Soames es H,C ——/ == 
4, 4’-Dioxydiphenyl p-Dimethylaminodipheny1 
H,C 
—CH=—CH— S—OH N —~CH—CH 
H,C 
4, 4’-Dioxystilben 4-Dimethylaminostilben 


Das namliche gilt fiir die entsprechenden Kohlenwasserstoffe: 
CH, 


HO H.C » 


9, 10-Dioxydiathyl-1, 2; 5, 6-dibenzanthracen 9, 10-Dimethyl-1, 2; 5, 6-dibenzanthracen 


Der Autor entwickelt weiter die Vorstellung, daf die basischen Can- 
cerogene auf der sauren Akzeptorflache fiir die Ostrogene besser haften 
sollen und somit diese Substanzen von ihrem Wirkungsort verdrangt werden. 

Am Tier 6strogen wirksame Substanzen wurden aber auch aus Pflanzen 
isoliert. G. Klein (1933) gibt in seinem Handbuch eine Ubersicht der bis 
zu diesem Zeitpunkt bearbeiteten Pflanzen. An Palmkernen wurde der Be- 
weis der Identitit dieser Substanz mit Follikelhormon (= Ostron) erbracht. 
A. Butenandt isolierte dieselbe Substanz aus den Bliiten von Salix 
caprea, ebenso wurden 6éstrogene Stoffe (unbekannter Natur, da keine Be- 
arbeitung der Konstitution durchgefiihrt wurde) in Nuphar luteum, Impa- 
tiens parviflora und Althaea rosea gefunden. Diese Liste lieBe sich noch um 
eine groBe Anzahl pflanzlicher Organismen verlangern, es sei aber nur noch 
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erwahnt, daft sich darunter auch Bakterien und Hefen befinden. An letzteren 
in Bier- bzw. Backerhefe betragt die Konzentration 30 bzw. 3500 ME/kg 
Frischsubstanz (1 ME = Mauseeinheit = 0,5. 10~7 g Ostron). In Bliitenpflan- 
zen sollen diese Stoffe nicht gleichmafig iiber die ganze Pflanze verteilt sein, 
sondern im Stengel mit der Entfernung von der Bliite abnehmen. Im Durch- 
schnitt bewegt sich dieser Gehalt zwischen 3 und 0,3 ME/100 g Frischgewicht. 
Versuche aus den Blattern diese Substanzen zu gewinnen (Walnu® u. a.) 
schlugen dagegen fehl oder erbrachten nur sehr geringe Werte. Reichlich 
finden sich diese Stoffe in Friichten, Samen und Keimlingen, also Entwick- 
lungszustanden, in denen ein hoher Auxingehalt auftritt. 

Auf Grund dieser Berichte, welche ein Vorkommen von éstrogenen Stof- 
fen sowohl bei Bakterien, als auch an héheren Pflanzen belegen, diirfte die 
Ansicht vertretbar sein, daft diese Stoffe in allen pflanzlichen Organismen 
vorhanden sind. 

In neuerer Zeit wurden mit Stoffen dieser Gruppe von A. und D. Live 
(1945) Versuche an Pflanzen unternommen. Die beiden Autoren fanden an 
mondozischen Bliiten von Melandrium (die nicht vollentwickelte Organe des 
anderen Geschlechies enthalten) an Q-Individuen bei Applikation von 
Testosteron eine Umwandlung der Staminodien zu vollausgebildeten Anthe- 
ren: bei Applikation von Osirad‘ol entwickelte sich der rudimentare Frucht- 
knoten miannlicher Individuen zu einem vollausgebildeten Organ. Beide 
Sexualhormone stimulieren allgemein die Zellteilung. Die Autoren fanden 
noch eine Férderung in der Bliitenbildung. 

Es treten also bei Pflanzen durch Ostrogene, welche im tierischen Organis- 
mus vorkommen, dieselben Effekte wie am tierischen und menschlichen 
Korper auf: die Einflu@nahme auf die Ausbildung des Geschlechtes und 
eine Férderung der Zellteilung. 

Besonders interessant erscheint nun im Zusammenhang mit der Hypo- 
these von Druckrey der Befund von H. Weyland (1948/1949), daf 
eancerogene Sioffe eine Storung der Bliitenbildung verursachen sollen. 

Um nun die Beziehung zwischen den Ostrogenen und den Cancerogenen 


; 


HO’ V SS. 


Diathylstilbéstrol (— Cyren A) Ostradiol 


auch bei Pflanzen zu priifen, wurde eine Reihe von Versuchen mit den éstro- 
genen Stoffen Cyren A (= Diathylstilbéstrol) und Ostradiol unternom- 
men ?. Technik und Objekte waren dieselben, wie bei den bisherigen Ver- 
suchen. 


7 Herrn Prof. H. Dannenberg méchie ich an dieser Stelle herzlich danken 
fiir die Uberlassung der Substanzen. 
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Experimenteller Teil 


Versuch 1: Regeneration abgetrennter Blaittchen von Bryum caespiticium 


Material und Methodik: 

Gepriift wurde: 

a) eine iibersattigte Lésung, in der also noch feste Substanz suspendiert war 
(Ostradiol % mg und Cyren A 2 mg pro Schale, 

b) eine gesattigte Lésung von Ostradiol und Cyren A, 

c) eine Lésung von IES, deren Aktivitaét nicht bestimmt wurde. 

Als Versuchsobjekt dienten ,,junge“ Blattchen von Bryum caespititium 9. In der 
Versuchsreihe mit gesattigter Cyren- und Ostradiollésung wurden auch .altere“ 
Blattchen von Bryum caespititium ? von den tieferen Teilen der Staémmchen ver- 
wendet, inbesondere solche, die am unteren Teil ihrer Mittelrippe eine deutliche 
Braunfarbung aufweisen. Die Zahl der angesetzten Schalen, der Blatichen pro Stoff, 
die Zahl der Kontrollen usw. waren die gleichen, wie auf S, 58 beschrieben. 


Ergebnisse: 
I. Junge Blattchen 
a) in tibersattigter Lésung 
Beide Ostrogene bewirkien ein Absterben des regenerierten Protonemas, 
unter Auftreten eines allgemein toxischen Effektes. Das Protonema wurde 


zwar laufend regeneriert, aber die Plastiden ergriinten nicht, die Zellteilung 
war blockiert. 
b) in gesattigter Lésung 

In Ostradiol war kein sichtbarer Effekt zu erreichen. Die Regeneration 
verlief normal, sowohl beziiglich der Zahl der Zellen im Protonema, als auch 
der Zahl der protonemabildenden Blattchen. Die Plastiden waren normal 
ergriint. In Cyren A wurden alle Chloroplasten braun, und die gesamten 
Blattchen starben mit dem regenerierten Protonema — nach vorhergegan- 
gener Hemmung der Zellteilung — ab. 


Alle Regenerationskurven der Serien Ia und b verlaufen identisch. 
c) Lésung von IES 
Das Aussehen und die Zahl der neugebildeten Protonemazellen ist unver- 


aindert gegeniiber der Kontrolle. Die Regenerationskurve steigt aber steiler 
und weiter aufwarts als in der Konitrolle. 


II, Alte Blaittchen 


Die Anzahl der regenerierten Blattchen ist in dieser Serie die gleiche 
wie bei den jungen Blattchen (in Ia oder b). Die Regenerationskurven der 
Behandelten und Kontrollen dieser Serie decken sich ebenfalls. Ein wich- 
tiger Unterschied liegt aber in der Zahl der Zellen im regenerierten Proto- 
nema und im Aussehen des Protonemas. An allen Blattchen wachsen nim- 
lich die (vor dem Abtrennen) stammchennahen Zellen mit einer primaren 
Spitzenzelle zu einem wenigzelligen ..Rhizoid“ aus, das eine stark gebraunte 
Wand besitzt. Aus den Zellen dieses Rhizoids treiben seitlich protonema- 
artige Faden, die nach weiterer Verzweigung ein vollergriinendes Protonema 
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ergeben. Die primiren Spitzenzellen haben das Aussehen, wie es in Abb. 45 
dargestellt ist. Daraus ist ersichtlich, da® die Plastiden (in diesem Fall bei 
den unbehandelten Kontrollen!) in der farblosen Proform vorliegen. 

In gesattigter Ostradiollésung bleibt das jiingere Plastidom des vorderen 
Zellendes simtlicher primiarer Spitzenzellen (gegeniiber demselben der unbe- 
handelten Kontrollen) unveraindert. Aber wie aus Abb. 44 ersichtlich, be- 
ginnen in einiger Entfernung vom vorderen Zellende die Plastiden ihr 
Volumen zu vergréBern, sie ergriinen und wachsen zu normalen Chloro- 
plasten heran. Das in Ostradiol regenerierte Protoplasma weist aber auch 
eine bedeutend héhere Zellenzahl auf. Ob dies aber die direkte Wirkung 








Abb. 44 und 45, Protonemazellen regenerierter .,alter Blattchen* von Bryum caespi- 
titium °. a Protonemaspitzenzelle. — b Habitus des spitzenferneren Protonemas. 
— c Plastiden daraus. — 44 Regenerat in éstradiolgesattigter Nahrlésung (Entwick- 
lung von Chloroplasten). — 45 Regenerat in Nahrliésung (rhizoidartiger Habitus). 


des Sexualhormons ist, laRt sich hieraus nicht eindeutig schlieRen, da durch 
die Ausbildung normaler Chloroplasten die Ernahrungsbedingungen bedeu- 
tend verbessert sind. 

Die Wirkung von Cyren A in vollgesittigter wasseriger Lésung ist von 
Ostradiol sicher verschieden. Es stimuliert anfangs die Zellteilung an den 
Regeneraten, nicht aber die Regeneration selbst. Die Plastiden bleiben von 
diesem Stoff vollkommen unbeeinfluft. 


Diskussion: 


Aus den vorstehenden Serien aft sich der SchluB ziehen, da® Cyren A 
— wenigstens zeitweilig — dieselbe Art der Wirkung auf die Zellteilung 
ausiibt wie Ostradiol, aber bedeutend schwicher. Die Wirkung auf die Pla- 
stiden zeigte nur Ostradiol. Macht man — die nach meiner Ansicht zuliissige 
— Annahme, daf Ostradiol in allen Pflanzen vertreten ist, worauf bereits 
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an anderer Stelle eingegangen wurde, so muft dieser Stoff in den jungen 
Blattchen des Moosgametophyten in hinreichender Konzentration enthaliten 
sein, da kein Unterschied zwischen Kontrollen und behandelter Serie zu er- 
kennen war. Bei den alten Blittchen, die nur iiber verschiedene Zwischen- 
stadien ein griines Protonema regenerieren kénnen, wire es dagegen nur in 
sehr geringer Konzentration vorhanden. 


Versuch 2: Applikation am dekapitierten Stengel von Tomate und Bryophyllum 
Material und Methodik: 


Als Testobjekte dienten Bryophyllum daigremontanum und Tomate, also die- 
selben Objekte, wie in den friiheren Pastenversuchen. Es wurde auch dieselbe Ver- 


Abb. 46 bis 50. Wirkung von Ostrogenen (in Lanolinpaste) auf den Stengelstumpf 

dekapitierter Sprosse von Bryophyllum daigremontanum und Solanum lycopersi- 

cum. Bryophyllum: 46 Kontrolle (mit Lanolinpaste behandelt), — 47 Mit Cyren A 

(0.5 mg/ml Lanolinpaste) behandelt. — 48 Behandlung mit Ostradiol (1 mg/ml 

Lanolinpaste). — Solanum: 49 Kontrolle (mit Lanolinpaste behandelt). — 50 Aus- 

schnitt aus dem mit Ostradiol erzeugten Kallus (Behandlung: 1 mg Ostradiol pro 
ml Lanolinpaste). 


suchstechnik angewendet, wie sie dort in Versuch 2 beschrieben ist. Die Versuche 
wurden in den Monaten September/Oktober 1959 durchgefiihrt, wobei die Behand- 
lungszeit zu etwa vier Wochen bemessen war. Zur Zubereitung der Paste wurden 
2 mg Ostradiol bzw. 12, 3 und 1mg Cyren A in Aceton zur Lésung gebracht, dazu 
wurde jeweils 1 ml Lanolin gegeben. Sodann wurde im Vakuum bei 60° das Aceton 
ausgetrieben und die Réhrchen in einem Warmeschrank drei Tage lang bei dieser 
Temperatur belassen. Zu bemerken ware hierzu, da die verwendeten Ostrogene 
vollkommen hitzebestindig sind. Das Lanolin wurde nun in geschmolzenem Zustand 
mit dem gleichen Volumen Wasser emulgiert. Fiir die Kontrollpasten wurde reines 
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Lanolin denselben Prozessen unterworfen. Die fertige Paste wurde dann auf die 
Schnittflache der Stiimpfe der dekapitierten Pflanzen aufgetragen; pro getestete 
Konzentration wurden 20 Pflanzen verwendet. 


Ergebnisse: 


Tomate: Die Abb. 49 zeigt das Ergebnis an Kontrollen nach 28 Tagen 
Behandlungszeit mit Lanolin. In dieser Kontrolle ist zuoberst die Paste dar- 
gestellt, darunter die grofen, blasigen Kalluszellen, welche die GréRe nor- 
maler Parenchymzellen aufweisen. Unter ihnen liegt teilweise eine Schicht 
etwas kleiner erscheinender Zellen; diese sind vollkommen unregelmafig 
orientiert und daher meist schrag geschnitten. 





Abb. 54 und 52. Zellen aus dem obersten Bereich des Kallus von Bryophyllum dai- 

gremontanum. Dargestellt ist die untere Zellhalfte, Plastiden (wei) und Mitochon- 

drien (schwarz). 51 Nach Behandlung mit Cyren A (0,5 mg/ml Lanolinpaste). — 
52 Mit Ostradiol (1 mg/ml Lanolinpaste) behandelt. 


Ein ganz anderes Bild liefert die Abb. 50 aus den Versuchen mit Ostradiol- 
Pasien. Die Zellen sind viel weniger in Radialrichtung gestreckt; das be- 
deutet aber nicht, daf sie langsamer wachsen, sondern es sind pro Langen- 
einheit Zuwachs mehr orientierte Querwande eingezogen worden, bzw. 
haufiger Mitosen abgelaufen. Des weiteren sei noch erwahni, daf die unter 
Ostradiol-Einwirkung entstandenen Kalluszellen Plastiden enthielten, die 
ihrer GréBe nach .,Proplastiden“ sein kénnten, aber deutlich griin gefarbt 
waren (diese Plastidenformen werden im folgenden als .junge“ Chloro- 
plasten bezeichnet). 

Bryophyllum: Die Zellieilungstitigkeit an den Schnittflichen nach 
Behandlung mit Lanolinpaste (Kontrollpaste) zeigt Abb. 46. Da Bryophyl- 
lum nur einen sehr kleinen Kallus nach der Dekapitierung bildet, ist die 
Teilungstatigkeit im Vergleich zur Tomate relativ gering. 

Ganz anders jedoch reagierte die Versuchspflanze auf Ostradiol. Es wird 
bei Applikation dieses Sioffes in einer Konzentration von 1 mg/ml eine groRe 
Anzahl Querwiande eingezogen, ja es kann sogar soweit kommen, daf in 
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der Zellhéhe die Gréfe des Kerndurchmessers unterschritten wird, so daft 
der Zellkern breitgequetscht wird (Abb. 48). Eine Wirkung auf die Plastiden 
war gerade noch zu erkennen. Diese Organellen waren im Kallus — wie in 
der Kontrolle zwar farblos, dicht unterhalb des Kallus aber — im Gegensatz 
zur Kontrolle — intensiv griin. 

Cyren A wurde in einer Konzentration von 6, 1,5 und 0,5 mg/ml verab- 
reicht. Bei Behandlung mit 0,5 mg/ml erreicht der Grad der Zellteilungstitig- 
keit den oberen Rand der Variationsbreite der Konirolle; auch an dieser 
Pflanze war die Konzentration von 0,5 mg/ml am wirksamsten (Abb. 47). 
Eine Wirkung auf die Plastiden war in keinem der untersuchten Kalli zu 
erkennen. 

Eine Anfairbung der Mitochondrien mit Janusgriin B (Konzentrations- 
reihe s. S. 41 ergab, da diese Zellorganelle bei Tomate und Bryophyllum 
nicht nennenswert in der Zelle vermehrt werden, trotz laufender mitotischer 
Vorgiinge. Das Verhalten der Mitochondrien bei Behandlung mit Ostradiol, 
bzw. Cyren A (das auf diese Organellen sogar schwach toxisch wirkt) sollen 
die Abb. 51 und 52 wiedergeben. 


Versuch 3: Behandlung der Blatter von Tomate und Bryophylium mit 
Ostradiol und Cyren A 

Wihrend der Durchfiihrung des Versuches 2 fiel die Unregelmafigkeit 
der Wirkung von Ostradiol an 6rtlich verschiedenen Regionen desselben 
Kallusquerschnittes besonders auf, d. h., es kommen gegeniiber der Kon- 
trolle nahezu unverainderte Bezirke unmittelbar neben Regionen mit 
extrem iibersteigerter Zellieilungs-Reaktion vor. Ein solches Verhalien ist 
bei einer Wirkung von Ostradiol als ,,Zellteilungs-Hormon* schwer vor- 
stellbar. Zur Klarung der Variabilitat des Hormoneffektes wurde daher 
eine neue Versuchsserie angesetzt. Die vollentwickeliten Blatter von Tomate 
und Bryophyllum wurden oberseits an der Spreite an je 10 Individuen 
mit Lanolinpaste bestrichen. Die Pasten enthielten 1 mg/ml Ostradiol, bzw. 
0,5 mg/ml Cyren A sowie Kontrollpaste. 

Es wurde trotz einer langeren Versuchsdauer von 6 Wochen keine einzige 
Zellteilung bei Behandlung mit Cyren A und Ostradiol gefunden. Dagegen 
waren bei Behandlung mit Ostradiol vor allem in den Zellen der Nerven 
‘an beiden Pflanzen ein Teil der .,Proplastiden* zu .jungen* Chloroplasten 
ausdifferenziert. 


Diskussion (der Versuche 2 und 3): 


Vergleicht man die Wirkung der Ostrogene Ostradiol und Cyren A, 
so scheint letzteres auf die getesteten héheren Pflanzen nahezu wirkungslos 
zu sein. Ostradiol dagegen zeigt einen eindeutigen, wenn auch je nach den 
Versuchsbedingungen wechselnden Effekt. Es erhéht die Zahl der Mitosen 
und beschleunigt die Zellteilung in allen ,,teilungsbereiten“ Zellen. Den 
»Proplastiden* wird erméglicht, sich zu Chloroplasten auszudifferenzieren. 
Eine direkte Wirkung auf die Vermehrung von Plastiden durch Zugabe 
von Ostradiol konnte nicht sicher beobachtet werden, aber eine Abhiangig- 
keit der Plastidenvermehrung von der Kernteilung. 
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Diskussion der Wirkung éstrogener Stoffe 


Welche Schliisse lassen sich nun aus den obigen Versuchsergebnissen 
ziehen? Die Aussagen scheinen zunichst so widersprechend, daf eine rest- 
lose Lésung dieses Problems ohne ein Eingehen auf die jeweilige Reaktions- 
lage der Zellen nicht méglich ist. In Versuch 1 ist ein Einflu& des Ostradiols 
auf die Zellteilung erkennbar, nicht aber auf die Umstimmung der Blatt- 
chen zur Protonemabildung. Ostradiol kann in physiologischer Konzen- 
tration die Regenerationskurve nicht verandern, sondern es wirkt nur auf 
Zellen, welche sich in einem ,,teilungsbereiten“ Zustand befinden, die also 
sozusagen schon Protonemazellen sind und keine Blittchenzellen mehr. 


Bietet man dagegen IES, so steigt die Regenerationskurve viel weiter und 
steiler aufwirts, d. h., die Zahl der pro Zeiteinheit regenerierenden Blatt- 
chen ist gréBer als in der Kontrolle. Da der Initialproze& der Protonema- 
bildung an abgeschnittenen Blatichen einer Vergréferung einzelner Blatt- 
zellen unter schlauchférmigem Auswachsen, nicht aber eine Zellteilung ist, 
wirkt IES also auch hier nicht teilungsférdernd, sondern zellwachstums- 
fordernd. Durch diese Wachstumsférderung wird aber der Eintritt der 
. leilungsbereitschaft* rascher herbeigefiihrt. 


Vergleich der Wirkung krebserzeugender und éstrogener Stoffe an 
der Pflanze 


Obwohl in den vorstehend beschriebenen Versuchen nicht die ge- 
schlechtsbeeinflussende Wirkung der dstrogenen Stoffe Untersuchungsziel 
war, sondern andere Effekte, wurde doch auch hier eine auffallende Be- 
ziehung zur Wirkung der cancerogenen Stoffe festgestellt. Wiahrend die 
Cancerogene an teilungsbereiten Pflanzenzellen eine Zellstreckung, uniter 
Zunahme der Zahl der Mitochondrien, verursachen, wird die Zelle unter der 
Einwirkung von Ostrogenen (hier nur Ostradiol beriicksichtigt) zu einer 
beschleunigten Mitosenfolge veranlaft. Wiirde diesem Befund nach wei- 
teren Experimenten allgemeinere Giiltigkeit zukommen und sich fiir Stoffe 
wie Ostradiol weite Verbreitung und unentbehrliche Zellfunktionen bei 
Pflanzen nachweisen lassen, so kénnte vielleicht folgende Beziehung zwi- 
schen der Wirkung cancerogener und Osirogener Stoffe — wenigstens bei 
héheren Pflanzen — bestehen: 


Unter normalen Umstinden folgt auf die Wachstumsphase einer embryo- 
nalen (oder wenigstens noch teilungsfahigen Zelle) die Mitose. Wird die 
Mitose im natiirlichen Geschehen durch Auftreten dstrogener Stoffe in 
der Zelle ausgelést, dann miifte die Verdrangung dieser Stoffe von ihrem 
Wirkungsort, etwa durch formahnliche konkurrierende Stoffe, wie sie im 
Sinne der Druckreyschen Hypothese die cancerogenen Stoffe sind, zu 
einem Ausbleiben der Mitose fiihren. Lauft dabei aber die Auxin-Produktion 
und damit die Zellstreckung weiter, so miiBte es zu Erscheinungen kommen, 
wie sie tatsaichlich in den vorliegenden Versuchsreihen nach Cancerogen- 
Einwirkung beobachtet wurden. Die Zelle iibersteigert sozusagen die Strek- 
kungsphase. Wird umgekehrt mehr Ostrogen geboten, als die Zelle nor- 
malerweise selbst produziert, so tritt die Mitose schon vor Abschlu® der 
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Wachstumsphase auf, die Teilung wird gegeniiber dem Wachstum relativ 
beschleunigt und es entstehen Bilder wie in sekundiaren Meristemen. 

Gegensitzlich wirken Cancerogene und Ostrogene auf die Plastiden. 
In Gegenwart der Cancerogene kehren die Plastiden unter Gréfenabnahme 
und Reduktion der Grana auf eine proplastidenartige Stufe zuriick, in 
Gegenwart der Ostrogene bilden sich die ,,Proplastiden* beschleunigt zu voll- 
ergriinten, granahaltigen Chloroplasten um. 


Die Zahl der Mitochondrien pro Wandflicheneinheit schlieBlich scheint 
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Abb. 53. 


in den Versuchen mit Cancerogenen wie mit Ostrogenen gleich geblieben 
zu sein. Nur bei unphysiologisch hohen Dosen von IES wird sie erhéht. 

Daf die Cancerogene die Auxin-Produktion nicht stéren, ja sogar viel- 
leicht etwas férdern (oder die Inaktivierung vermindern), geht aus den 
Regenerationsversuchen an Moosen und den Versuchen an den dekapitierten 
Tomaten- und Bryophyllum-Pflanzen klar hervor (bei Tradescantia und 
Efeu scheint allerdings auch Wachstumshemmung zu erfolgen, vielleicht 
wegen schon zu hoher Konzeniration). Auch der Effekt auf die Plastiden 
ist nicht gegensiatzlich, sondern gleichgerichtet: beide Stoffgruppen — die 
Cancerogene und Auxin — fiihren zu Chloroplastenabbau. 

Die getestete Substanz Cyren A, ein Stilbéstrol, erzeugte keinen mit 
Ostradiol vergleichbaren Effekt. Sie zeigte nur eine ziemlich starke Gift- 
wirkung. In diesem Zusammenhang mag vielleicht von Bedeutung sein, daft 
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Ostradiol eine natiirlich vorkommende Substanz ist, nicht aber Cyren A 
(Formeln s. S. 88). 

Einen Versuch, die hier festgestellten oder vermuteten Zusammenhinge 
in einem iibersichtlichen Schema zu erlautern, stellt die Abb. 53 dar. 


Zusammenfassung 


1. In der vorliegenden Arbeit wurden folgende bei Tier oder Mensch 
cancerogenen Sioffe gepriift: 3,4-Benzpyren (BP), p-Dimethylaminoazo- 
benzol (DAB), o-Aminoazotoluol (AT) und arsenige Saure (AS). Zum Ver- 
gleich wurden herangezogen: das kaum cancerogene p-Aminoazobenzol 
(AAB) und das nichtcancerogene Homologe Azobenzol (AB) sowie das nicht- 
cancerogene, aber stark mutagene Coffein. 

2. Der Kreis der schon von anderen Autoren beniitzten Versuchspflanzen 
(Tomate, Bryophyllum) wurde erweitert durch Efeu (Hedera helix), Trade- 
scantia (Tr. anagallidea), Vicia Faba, Bryum caespiticium (Laubmoos), 
Weinhefe und Oospora lactis (Ascomycet). 

3. Die einzigen in der Literatur bisher vorliegenden Angaben iiber Er- 
zeugung crowngall-artiger Tumoren an einer héheren Pflanze mit einem 
am Tier cancerogenen Stoff (o-Aminoazotoluol) konnten bei Nachpriifung 
am selben Objekt mit demselben Stoff weder mit der gleichen noch mit einer 
verbesserten Methodik bestatigt werden. 

4. Trotz erheblicher und vielseitiger Verbesserung der Methodik: 


Konzentrationserhéhung mittels Lésungsvermittlers, 

chronische monatelange lokale Applikation hoher Konzentrationen, 

chronische gleichmafige Anreicherung der Cancerogene in der ganzen Pflanze 
aus niederer Konzentration mit Hilfe des Transpirationsstroms, 

Ausdehnung der Beobachtungszeit zum Teil bis iiber 14 Monate, 

Unterstiitzung des Cancerisierungsvorganges in den Zellen durch erschwerte 
Sauerstoff-Versorgung (entsprechend der Hypothese von Warburg 1955), 

Férderung des Wachstums einer etwaigen Tumorkeimanlage durch Zugabe von 
Auxin, 
wurden nur bei Efeu an den submers behandelien Siengelteilen begrenzie 
Wucherungen unter Entartung des Rindenparenchyms und, bei Tomate und 
Bryophyllum, eine geringfiigige irregulire Férderung des Kallus-Wachs- 
tums nach Verletzung erreicht. Das Wachstum dieser Wucherungen wurde 
aber nach Aufhéren der Agenszufuhr eingestellt. Tradescantia zeigte unter 
den gleichen Bedingungen wie Efeu keinerlei histologische Abnormalititen. 

5. Auch fiir die am haufigsten vermuteten Teileffekte der Cancerisierung, 
die Zellteilungsférderung und die Entdifferenzierung von Zellen und Ge- 
weben unter Riickkehr zu einem ,eembryonalen“ bzw. meristematischen Zu- 
stand konnte weder in den Versuchen an héheren noch an niederen Pflanzen 
ein Anzeichen gefunden werden (ausgenommen vielleicht der unter 8. er- 
wihnte Effekt und eine teilweise Stimulation des Wurzelwachstums bei 
Vicia). Diese Stoffe wirken im Gegenteil eher teilungshemmend und die 
Gewebswucherungen bei Efeu bestanden nicht aus entdifferenzierten, son- 
dern nur aus iibermafig vergroéBerten Zellen. Auch die wirksamsten der 
verwendeten Cancerogene waren nicht einmal imstande, die durch Ver- 
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wundung eingeleitete mitotische Aktivitéat und lokale Entdifferenzierung 
nachhaltig zu steigern. 

6. Die nach der alteren Annahme Warburgs (1955) iiber die Primar- 
prozesse der Cancerogenese zu erwartende Schadigung der Mitochondrien 
war an den beiden Pilzen nur bei Anwendung sehr hoher Konzentration 
von Cancerogen zu beobachten. Bei griinen Pflanzen lat sich ein gréfReres 
Sauerstoffdefizit — auch in submerser Kultur — infolge der Assimilation 
nicht in ausreichendem Maf und iiber geniigend lange Zeit erreichen. Fluo- 
reszenzmikroskopisch erscheinen die aromatischen Cancerogene ihrer 
Lipoidléslichkeit entsprechend aber tatsachlich vorwiegend in den Mito- 
chondrien angereichert. 

7. Im Wurzelspitzentest an Vicia Faba zeigen die cancerogenen Stoffe 
zwar deutliche mutagene Wirkung verschiedener Art [As(OH), starker als 
Azofarbstoffe und BP], jedoch weit schwachere als das unter gleichen Be- 
dingungen und in gleicher Konzentration mitgepriifte typisch mutagene, aber 
-— soweit wir bisher wissen — nicht cancerogene Coffein. Unter allen ge- 
priiften Stoffen waren das am stairksten cancerogene DAB und AT sogar 
am schwachsten mutagen, schwicher als das nicht cancerogene AB und AAB; 
AS kam dem Coffein dagegen nahe. Auch beziiglich der iibrigen in den 
Versuchen beachteten Teileffekte zeigten DAB und AT geringere Giftigkeit 
als AAB und AB, erstere wurden von den Pflanzen also langer ohne Aus- 
schaltung durch Absterben vertragen. 

8. Eine auffallende und bisher unbeachtete Wirkung aller gepriiften 
cancerogenen Amine und des Arsens ist das Verschwinden des Chlorophylls 
und der Ersatz der voll differenzierten griinen Plastiden durch kleine, 
blasse, strukturell vereinfachte ,,Proplastid“-Formen. Dieser Effekt ist leicht 
reversibel, wenn von AS ausgelést, schwer und nur wenig reversibel, falls 
von den cancerogenen Azofarbstoffen hervorgerufen. Es scheint, als ob in 
Gegenwart dieser Cancerogene die voll entwickelten Chloroplasten ihre 
Strukiur nicht aufrechterhalien kénnten und entweder (reversibel) auf die 
Proplastidenstufe zuriicksinken oder (irreversibel) degenerieren. Es ist des- 
halb schwer, eine Vererbung der induzierten Anderung nachzuweisen. Daf 
eine solche gelegentlich vorkommen kann und dann extranuklear (wohl 
plastomatisch) erfolgt, scheint nach den Befunden von Nothdurf t (1949) 
durchaus mdéglich. 

9. Die Unterschiede in der Wirkungsweise der untersuchten Stoffe be- 
ruhen nicht nur auf ihrer verschiedenen Toxizitat (s. Ziff.7), sondern auch 
auf ihrer verschiedenen Léslichkeit. Die sehr schwache, oft iiberhaupt nicht 
nachweisbare Wirkung des im Tierversuch so starken Cancerogens BP ist 
vielleicht nur dadurch vorgetauscht, daB es wegen seiner auferst geringen 
Wasserlislichkeit in die Pflanzenzelle meist nicht in geniigender Menge 
einzubringen ist. Aufer von der relativen Léslichkeit in der Wasser- bzw. 
Lipoidphase kann die Verteilung in der Zelle und damit der Angriffsort 
auch noch vom sauren [As(OH),] bzw. basischen Charakter (Azofarbstoffe 
und Kohlenwasserstoffe) bestimmt und die Wirksamkeit auch deswegen ver- 
schieden sein. 

10. Ausgehend von den Vorstellungen von Druckrey (1950 und 1952) 

Protoplasma, Bd. LIV/1 7 
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iiber die Beziehungen zwischen cancerogenen und éstrogenen Stoffen wurde 
die Wirkung von Ostradiol und Cyren A z. T. an denselben Objekten und 
mit denselben Methoden gepriift. Ostradiol férderte die Zellteilung im 
Tomatentest und die Ausdifferenzierung der Plastiden zu griinen Chloro- 
plasten in den Kalli und bei den Moosen. Dieser Befund kann als eine 
Stiitze der Dr uckreyschen Hypothese angesehen werden, daf die can- 
cerogenen aromatischen Amine die Wirkung der natiirlichen Ostrogene 
(infolge Verdrangung?) aufheben. 

11. Unter der Annahme, da Ostradiol oder nahe verwandte Stoffe all- 
gemein im Pflanzenreich verbreitet sind und eine wichtige Funktion bei der 
Reproduktion in der Zelle (zumindest des Kerns und der Plastiden) haben, 
werden die Beziehungen zwischen Cancerogen, Ostrogenen und Auxin bei 
Pflanzen im Hinblick auf das Tumorproblem anhand eines iibersichtlichen 
Schemas (Abb. 53) zur Diskussion gestellt. 


Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Mai 1957 bis Marz 1960 unter Lei- 
tung von Herrn Professor Dr. Alfred Barthelme8 im Botanischen Institut der 
Universitat Miinchen durchgefiihrt. 

Herrn Professor Dr. Leo Brauner, Direktor des Botanischen Institutes der 
Universitat Miinchen, bin ich fiir seine freundliche Erlaubnis, diese Arbeit in seinem 
Institut durchfiihren zu diirfen, zu besonderem Dank verpflichtet. 

Herrn Professor Dr. A. Barthelme®& danke ich herzlich fiir sein Interesse 
und seine tatkraftige Unterstiitzung, mit der er die Arbeit geférdert hat. 
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Einleitung 


Die paludicolen Tricladen haben fiir die allgemeine Zoologie immer 
mehr an Bedeutung gewonnen. Anfanglich war es nur ihr starkes Regene- 
rationsvermoégen, das schon Pallas (1774) erkannte, und das weiterhin eine 
ganze Reihe von Forschern beschiftigte (es sei in diesem Zusammenhang 
nur auf Child, Dubois, Steinmann und Brondsted hingewiesen). 
Die entwicklungsgeschichtliche Eigentiimlichkeit der Blastomeren-Anarchie 
wies den Tricladen eine Sonderstellung zu. Jedoch zeigten die Untersuchun- 
gen ihrer Entwicklungsphysiologie (Seilern-As pang), da sie dennoch 
geeignete Modelle zur Klarung grundlegender Fragen auch auf diesem 
Gebiete sind. Bertalanf fy hat 1940 seine Wachstumsgesetze an Planaria 
maculata gepriift. Im Jahre 1959 gelang es Seilern-Aspang, durch 
chemische Induktion infiltrativ wachsende Geschwiilste bei dieser Tier- 
gruppe hervorzurufen. Durch diese Erkenntnisse und Versuchsergebnisse 
hat ihre Bedeutung fiir die Biologie stark zugenommen und ist auch 
noch im Wachsen. Neuere lichtmikroskopische Untersuchungen zur Histologie 
der Tricladen liegen kaum vor. Es schien daher verlockend, die feinere 
Histologie dieser Tiere mit Hilfe des Elektronenmikroskopes aufzukliaren. 

Da bei Beginn dieser Arbeit wohl Fixierungsstudien an Saugetier- 
geweben (Palade 1952a, b; Porter und Kallman 1953), jedoch keine 
an Geweben wirbelloser Tiere veréffentlicht waren, sollten diese Tiere gleich- 
zeitig als Material fiir eine Fixierungsstudie dienen. Wie bei der Arbeit 
von P. Sitte (1958) an Erbsenwurzelzellen, so hat sich das Prinzip aus- 
gedehnter Fixierungsreihen auch bei dem vorliegenden Material bewahrt, 
wie die Studie iiber das Endoplasmatische Reticulum zweier Driisenzellen 
zeigte (K lima 1959). Wahrend der Bearbeitung dieses Themas erschienen 
vier elektronenmikroskopische Studien iiber den Feinbau der Turbellarien 
(Pedersen 1959a, b; Tér6ék und Réhlich 1959; Klug 1960). 


In der vorliegenden Arbeit soll vor allem der Einflu&® des pH-Werites 
des Fixierungsmittels auf das Bild verschiedener Organellen gezeigt und ein 
Schema der Feinstruktur dieser Tiergruppe entworfen werden. 


Material und Methode 


Tiermaterial: 
Planaria alpina Dana, entnommen aus einer Quelle im Arntal bei Innsbruck 
und einer Quelle im ..Nassen Tal“, zwischen Axams und Vdls (Tirol); 
Planaria gonocephala Dug., enthnommen aus einem Bach bei Zell am Moos 
(Oberdsterr.) ; 
Planaria torva M.Sch., entnommen aus der Alten Donau (Wien); 
Dendrocoelum lacteum (Miill.), entnommen aus dem Seefelder See (Tirol). 


Lichtmikroskopische Methoden: 


Fixierung: 1. Gepuffertes Formalin 10%, pH 7,7, 24 Stunden; 2. Helly, 2 Stun- 
den; 3. Bouin, 2 Stunden; 4. Zenker, 2 Stunden; 5. Carnoy, 30 Minuten; 6. Gelei, 
30 Minuten; 7, Champy, 2 Stunden; 8. 80%iges Athanol mit Zusatz von 1%iger 
Trichloressigsaiure; 9. die Fixierungsgemische, die bei den elektronenmikroskopi- 
schen Methoden angefiihrt werden. 
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Einbettung: Die Einbettung erfolgte stets in Methacrylat, nachdem sich keine 
Beeintrachtigung der Farbbarkeit durch die Methacrylat-Einbettung gezeigt hatte. 
Fiarbungen: 1. Eisen-Trioxyhimatein Hansen und Eosin; 2, Himalaun-Eosin; 
3. Mallory; 4 Heidenhains Azan-Farbung; 5. Toluidin-Blau in 1%iger 
Lésung bei pH4,1; 6. Sudanschwarz; 7. Quecksilberbromphenolblau-Fiarbung; 
8. Bestimmung des isoelekirischen Punktes nach Zeiger und Pischinger. 


Elektronenmikroskopische Methoden: 


Fixierung: 1. Gepuffertes 1%iges OsO,; 2. ungepuffertes 1%iges OsO,; 3. ge- 
puffertes 1%iges KMnO,; 4. gepuffertes 10%iges Formalin; 5. gepuffertes 10%iges 
Formalin mit Nachfixierung durch 
1%iges OsO, oder KMnO, bei dem- 
selben Pufferwert; 6. 2%ige Phosphor- 
wolframsdure, durch Kalilauge auf 
pH 7,4 gebracht. 

Entwasserung: Zur Entwiasserung 
dienten sowohl Athanol als auch 
Methanol und Aceton. Sie wurde in 
Stufen zu 25%, 50%, 70%, 90%, 95% 
und 100% (dreimal) durchgefiihrt. 

Einbettung: 1. In Methacrylat- 
gemische, die zum Teil vorpolymeri- 
siert waren; 2, in Vestopal-Styrol- 
Mischungen; 3, in reines Polyesterharz 
(Polylite 0: Polylite 8001 im Verhalt- 
nis 4:1); 4. in Mischungen von Poly- 
ester und Butylmethacrylat. 

Als Katalysator diente bei reinem 
Methacrylat Dichlorbenzoylperoxyd 
oder Methylathylketonperoxyd, bei 
den Polyestermischungen Methylathyl- 
ketonperoxyd und Kobalt-Naphtenat a ee 
in jeweils 1%iger Lisung. Die Poly; 454 %Y # 
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merisation erfolgte bei 42° oder 62°C. 

Schneiden: Geschnitten wurde mit 
Glasklingen auf dem Reichert-Mikro- 
tom nach H. Sitte (1955, 1956). Die 
Schnitte wurden auf Kollodium- oder 
Formvar-Filme aufgenommen, zum 
Teil zielprapariert (H. Sitte 1957). 
Sie wiesen nach dem Spreiten durch 
Toluoldimpfe oder durch erwiarmtes 
Wasser graue bis goldene Interferenz- 
farben auf. Manchmal wurden auch 


Abb. 1. Auf der Ordinate ist der pH-Wert, 


auf der Abszisse der Prozentsatz der 
sauren Komponente (0,1 2 HCl) des Acetat- 
Veronal-Puffers eingetragen. Ausgezogene 
Linie = Puffer. Gesirichelte Linien = Puf- 
fer halber Konzentration mit Saéure im 
Verhilinis 9:1 gemischt gemessen. Helle 
Kreise = 0,1mol Essigsiure; Kreuze = 
0.17 HCl; helle Dreiecke = 0,1 mol Zitro- 
nensaure. 


Schnitte mit Interferenzfarben héherer Ordnung untersucht. Ein Teil der Schnitte 
jedes Bloéckchens wurde mit 1%iger alkoholischer Phosphorwolframsaure kontra- 
stiert. Gelegentlich lie2 man auch andere Kontrastierungsmittel auf die Schnitte 
einwirken (Gibbons und Bradfield 1956; Watson 1958), 

Beobachtung: Untersucht wurden die Schnitte in dem Elmiskop I der Tierarzt- 
lichen Hochschule Wien. Auf schonendes Graphitieren der Schnitte wurde besonders 
geachtet. Die Beobachtung erfolgte mit 60 kV und 4 Mikroamp. bei etwa 150-, 1050-. 
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4850-, 9800-, 19.700- und 40.000facher VergréRerung. Als Plattenmaterial dienten 
Kranz-Repro-Platten, Perutz-Kontrast und Gevaert-Scientia 23D50, Entwickelt 
wurde mit Agfa-Dia-Entwickler Nr. 22 in der Schale. 


Zuordnung: 

Durch wechselweise dicke und diinne Serienschnitte gelang es, zu den elektronen- 
mikroskopischen Bildern die entsprechenden lichthistologischen Befunde aus dem 
gleichen Material zu gewinnen. Dabei folgt zeitlich der lichthistologische Schnitt 
nach dem ultradiinnen, da durch den dickeren Schnitt das Messer so belastet wird, 
daf erst nach zwei- bis dreimaliger Rotation des Praiparates wieder gleichmaBig 
diinne Schnitte zu erhalten sind. 


Die Puffersysteme 


Palade fiihrte 1952 gepufferte Osmiumsauregemische als Fixierungs- 
mittel der Wahl fiir die Elektronenmikroskopie ein. Er ging dabei von der 
Beobachtung aus, da bei Osmiumfixierung eine Verséiuerung im Inneren 
des Gewebeblockchens eintritt. Porter und Kallman konnten im Jahre 
1953 diese Versiuerung als direkte Wirkung des Osmiumtetroxyds auf- 
klaren. Durch den Einbau des Osmiums werden Sauren frei. Die Pufferung 
der Osmiumsaure hat zwei Zwecke: das Abfangen der schadlichen Sauren, 
die wahrend der Fixierung entstehen, und die Fixierung in einem méglichst 
ahnlichen pH-Bereich, wie ihn die lebende Zelle hat. Palade wiahlte den 
von Michaelis (1936) eingefiihrten Puffer auf der Grundlage von Na- 
Veronal und Salzsaure. Dieser Puffer hat den grofen Vorteil der gleichen 
Ionenstarke iiber einen weiten pH-Bereich und der annahernden Isotonie 
gegeniiber dem Blut von Saugetieren. Auch besitzt er nur einwertige Ionen, 
vor allem Na und Cl. Diesen Vorteilen steht aber ein grofer Nachteil gegen- 
iiber: der Michael is-Puffer besitzt nur eine sehr geringe Pufferkapazitat 
(siehe Abb. 1). 

Um die Ergebnisse, die mit Hilfe des Michaelis-Puffers gewonnen 
wurden, zu iiberpriifen, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei ganzlich 





Abb. 2. Auf der Ordinate ist der pH-Wert, auf der Abszisse der Prozentsatz der 
sauren Komponente eingetragen. Ausgezogene Linien = 0,2 mol Piperidin mit 0,2 mol 
Propionsdure oder 0,2mol Essigsiure (héher liegende Kurve). Gestrichelte Kurve 
stellt den pH-Wert des auf halbe Konzentration verdiinnten Piperidin-Essigsaure- 
Puffers dar, nach Zusatz von 10% 0,1 mol Essigsaure. 
Abb. 3. Auf der Ordinate ist der pH-Wert, auf der Abszisse der Prozentsatz der 
sauren Komponente eingetragen. Dunkle Kreise = 0,2 mol s-Collidin und 0,1 n HCI; 
dunkle Dreiecke = 0,2 mol s-Collidin und 0,2 mol Zitronensiure; Kreuze = 0,2 mol 
s-Collidin und 0,2 mol Propionsaure. 

Abb. 4. Auf der Ordinate ist der pH-Wert, auf der Abszisse der Prozentsatz der 
sauren Komponente eingetragen. Ausgezogene Linie = 0,2 mol Pyridin und 0,1 n HCI; 
gestrichelte Linie = 0,2 mol Pyridin und 0,2 mol Propionsaure. 

Abb. 5. Auf der Ordinate ist der pH-Wert, auf der Abszisse der Prozentsatz der 
sauren Komponente eingetragen. Ausgezogene Linie = 0,07 mol KH,PO, und 0,07 mol 
Na,HPO,. Die gestrichelten Linien = pH-Wert nach Zusatz von 10% Saure auf den 
auf die halbe Konzentration verdiinnten Puffer. Kreuze = 0,1 n HCl; helle Kreise = 
0,1 mol Essigsiure; Dreiecke = 0,1 mol Zitronensdure. 





Elektronenmikroskopische Studien iiber die Feinstruktur der Tricladen 105 





























106 J. Klima 


verschiedene Gruppen von Puffersystemen gewahlt: eine Gruppe auf Phos- 
phatgrundlage, die eine gréRere Ionenstirke sowie einen hohen Gehalt an 
Alkali-Ionen besitzt, und die andere Gruppe, die dagegen extrem niedrige 
Ionenstirke aufweisen und frei von Metallionen sein sollte; sie wurde durch 
Mischungen schwacher organischer Basen und Sauren erzielt (siehe Abb. 2—5 
und Tab. 1). Besonderer Wert wurde darauf gelegt, daf jeder gewihlte 
pH-Wert zumindest mittels eines Vertreters jeder dieser Gruppen unter- 
sucht wurde. 


Tab. 1. Ubersicht iiber die zur Fixierung angemwandten Puffersysteme. 


Zusammensetzung: 
0,4 mol HCI (a ml) 0,07 mol Na,HPO, | 0,2 mol s-Collidin 
0.14 mol Na-Veronal -+ | 0,07 mol KH,PO, | 0,2 mol Propionsiure 
0.14 mol Na-Aceiat | | 
(b ml) 
8.9% NaCl (2 ml) 
Aqua dest. 
[23 — (a + b) ml] 


pH-Bereich: 
2.4—8,9 5,0—8.0 5,0—9,0 
Uberlebenszeit der Tiere 
in Pufferi:1 mit Aqua destillata verdiinnt 
ab pH35,5 bei jedem pH-Wert nur bei pH 7,1 iiberleben 
mindestens 10 Min. linger als 2 Stunden die Tiere etwa 1 Minute 
ab pH 7,4 | 
mindestens 1 Stunde 
bei pH 7.8 


mindestens 2 Stunden 


Vertraglichkeit mit Fixierungsmitteln 
Mit allen drei angewandien Fixierungsmitteln Mit OsO, nur bei ge- 
vertraglich niigender Reinheit; mit 
KMnO, nur kurzzeitig 


Bei jedem Puffer wurde die Pufferkapazitat gepriift, und zwar dadurch, 
daf je 10% 0.1 n Salzsiure oder 0,1 mol. Essigsiure bzw. Zitronensaure zu 
dem Puffer in der gleichen Verdiinnung, wie sie bei der Fixierung vorliegt, zu- 
gesetzt wurde. Die entsprechenden Kurven sind in den Figuren eingetragen. 

Gepriift wurde auferdem noch das Verhalten der Tiere gegeniiber den 
verdiinnien Puffern und die Zeitspanne, die sie dieses Medium ertragen 
konnten, um nach Riickfiihrung in frisches Wasser zu iiberleben. 

Nicht alle Puffer sind aber mit jedem der drei Fixierungsmittel ver- 
triglich. So bildet Pyridin mit Osmium Komplexe, s-Collidin ist mit Osmium 
zwar vertraglich, die im Handel befindlichen ,,reinen* Praparate sind aber 
meist noch so verunreinigt, daft erst eine komplizierte Reinigung vorgenom- 
men werden muf (Bennet und Luft 1959). Bei Piperidin wird OsO, im 
alkalischen Bereich in Osmat umgewandelt. Dariiber gibt im einzelnen die 
letzte Zeile der Tabelle 1 Auskunft. 
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Fixierungsmittel und ihre Kombinationen 


Von den drei angewandten Fixierungsmitteln wurden Osmiumtetroxyd 
und Kaliumpermanganat in je 1%iger Lésung, Formaldehyd jedoch in 
4%iger Lésung verwendet, da in niedrigeren Konzentrationen keine befrie- 
digende Fixierung zu erhalten ist, wenngleich auch diese Lésung dadurch 
betrachtlich iiber dem isotonischen Punkt des Gewebes liegt. Osmium- 
tetroxyd bewirkt nicht nur eine sehr giinstige Fixierung, sondern das damit 
fixierte Gewebe hat zusatzlich eine katalytische Wirkung auf Methacrylat. 
So erstarrt Methacrylat, in das Osmiumtetroxyd-fixiertes Gewebe ein- 
gebracht, ohne Zusatz eines eigenen Katalysators. Diese katalytischen Sub- 
stanzen sind in Methacrylat léslich, da es auch nach Entfernung des Gewe- 


Tabelle 2 


In Methacrylat eingebrachtes Material ohne mit 


Katalysator 


Planaria torva, fixiert mit OsO,, in Veronal- 
puffer gelést 

Planaria torva, fixiert mit Formaldehyd, in 
Veronalpuffer gelést 

Planaria torva, fixiert mit KMnO,, in Veronal- 
puffer gelést 


nach 12 Std. 
erstarrt 
nach 12 Std. 
erstarrt 
nach 120 Std. 
zahfliissig 


nach 6 Sid. 
erstarrt 
nach 6 Sid. 
erstarrt 
nach 72 Sid. 
erstarrt 


Planaria torva, fixiert mit KMnO, und ein 
zweitesmal mit Formaldehyd oder OsQ,, in 
Veronalpuffer gelést nach 12 Std. 
erstarrt 

nach 24 Std. 


erstarrt 


Kontrolle ohne Gewebe nach 1000 Std. 


zahfliissig 


Glaschen zu einem Drittel gefiillt und verstoppelt. Inhalt der Glaschen somit 
ungefahr 1,5 ml. Die Temperatur im Brutschrank betrug 62°C. 


bes erstarrt. In Kaliumpermanganat fixiertes Gewebe hat dagegen eine 
stark hemmende Wirkung auf die Polymerisation. Dies fiihrt oft zu betracht- 
lichen Borysko-Schaden, die sich meist auch durch Verwenden von vor- 
polymerisiertem Methacrylat nicht vermeiden lassen. 

Auer den einstufigen wurden auch zweistufige Fixierungen erprobt. 
So erfolgte einmal die erste Fixierung in Formol und nach kurzer Wasse- 
rung eine zweite in Kaliumpermanganat oder Osmiumtetroxyd und ein 
andermal nach Osmiumfixierung die weitere Fixierung in Formol oder 
Kaliumpermanganat, bzw. in Kaliumpermanganat und nachher in Formo! 
oder Osmium. Tabelle 2 zeigt die Wirkung dieser Kombinationen auf die 
Polymerisationsgeschwindigkeit. 


Wiasserung, Entwasserung und Einbettung 


In Osmiumtetroxyd und in Formalin fixiertes Gewebe ist gegeniiber der 
Wiasserung in Aqua destillata weitgehend stabil. In Kaliumpermanganat 
fixiertes Gewebe zerfallt in Aqua destillata. Dies laBt sich auch durch einen 
starken Zusatz von Anelektrolyten, wie z. B. Saccharose, nicht vermeiden 
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(gepriift wurde bis zu 1,6 mol.-Lisung). Dagegen geniigen geringe Zusatze 
von Elektrolyten [CaCl,, (NH,),SO, und NaCl in nur 0,016 mol.-Lésung], um 
das Zerfallen vollstandig zu verhindern. Um den Einbettungsgang méglichst 
gleichbleibend zu gestalten, wurde das Fixierungsmittel stets in salzhaltigen 
Puffern ausgewaschen. 

Die Entwiasserung erfolgte in Athanol, Methanol oder Aceton, ohne da 
ein Uniterschied in der Wirkung zu beobachten war. 

Eingebettet wurde in Methacrylatgemischen. Auer in vorpolymerisier- 
ten und frischen Gemischen wurde stets ein Teil des Materials in der letzten 
Charge des Einbettungsganges polymerisiert. Das Material verblieb wah- 
rend des gesamten Praparationsganges bei + 2°C im Eisschrank. Auer 
der Methacrylateinbettung wurde auch eine Einbettung in Polyester vor- 
genommen. Dabei wurde das Gewebe nach der Entwiasserung in die zahen 
Polyester bei Zimmertemperatur eingebracht. Bei der letzten Mischung des 
Polyesters mit dem Katalysator kam das Gewebe fiir eine Viertelstunde bis 
zwei Stunden nochmals in den Eisschrank, bevor es im Brutschrank bei 
62°C polymerisiert wurde. Die Polymerisation erfolgte in kleinen, zu etwa 
einem Drittel gefiillten und gut verstoppelten Glaschen. 


Lichtmikroskopische Histologie der Objekte 


In den alteren Untersuchungen sind Organellen, wie Mitochondrien und 
das Golgi-System, kaum oder iiberhaupt nicht beriicksichtigt worden. Aber 
auch fiir die neueren monographischen Bearbeitungen verschiedener Tur- 
bellariengruppen trifft das zu (Karling 1940; Westblad 1948; Ax 1955). 

Moderne cytologische Verfahren sind bei der histologischen Untersuchung 


der Tricladen erst von Pedersen (1959 a, b) angewandt worden. 

Uber Planaria alpina liegt eine ausfiihrliche Studie von Micoletzky 
(1907) vor, iiber Planaria gonocephala von Ude (1909) und iiber Dendro- 
coelum lacteum von Chichkoff (1892), Jijima (1884) und Gelei (1912). 
Die letztgenannte Arbeit ist in ungarischer Sprache erschienen, weshalb es 
mir nicht méglich war, sie entsprechend auszuwerten, obwohl sie als einzige 
Arbeit auch den feineren Bau der Zellen des gesamten Organismus und 
nicht nur die Verteilung der verschiedenen Zellen beriicksichtigt. 

So sehr es auch im einzelnen Unterschiede zwischen diesen Tieren gibt, 
so ist der histologische Bau aller dieser Tiere doch weitgehend gleich. Es soll 
daher fiir sie alle ein gemeinsames Schema entworfen werden, das auch zum 
besseren Verstaéndnis der im elektronenmikroskopischen Teil angefiihrten 
Befunde dienen soll: 

Die heimischen SiiRwasser-Tricladen sind kleine (ausgewachsen etwa 
{ bis 8cem lang), dorsoventral flachgedriickte Plattwiirmer. Sie besitzen 
etwas hinter der Mitte des Kérpers die Mundéffnung. Diese fiihri in eine 
Pharynxtasche. Der Pharynx ist stark muskulés und seine Oberfliche be- 
wimpert. An ihn schlieRt der dreischenkelige Darm (daher der Name Tri- 
cladida) an. Von jedem Darmschenkel gehen zahlreiche Queriste ab, die sich 
ihrerseits wieder verzweigen kénnen. Ein Schenkel zieht kranial und zwei 
biegen kaudal um; eine Afteréffnung fehlt. Histologisch ist der Darm sehr 
einfach gebaut, da nur zwei Zellsorten vorkommen: die sogenannten améboi- 
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den Darmzellen (mit basalem Zellkern, einschluRreichem Cytoplasma und 
stark wechselnder Gestalt; sie phagozytieren die bereits vorverdaute Nah- 
rung) und die Minotschen KGrnerkolben (sie sind durch stark lichtbre- 
chende Sekretkérner gekennzeichnet). Ventral liegen die zwei Haupistiimme 
des Nervensystems, und zwar Markstringe, die kranial zu einem Gehirn 
anschwellen und durch zahlreiche Kommissuren verbunden sind. Auer die- 
sen Markstrangen findet man noch ventrale und dorsale Lingsnerven, die 
ebenfalls durch Kommissuren verbunden sind. Die Sinnesorganellen werden 
in diesem Zusammenhang nicht besprochen. Dorsal durchziehen vier (Pla- 
naria gonocephala, Planaria alpina) oder zwei Exkretionshauptkanile 
(Dendrocoelum lacteum) das Tier. Nur die Planaria gonocephala besitzt 
auch vier ventrale Kaniale. Die Exkretionsorgane sind Protonephridien mit 
terminalen Wimperflammen; die Kanalchen enden blind in der Endzelle, 
Cilien kommen im Verlauf der Kanale immer wieder vor. 

Die Gestalt des Tieres wird durch den Hautmuskelschlauch bedingt. Die 
K6rperoberflache bildet ein einschichtiges, bewimpertes Epithel; die Epithel- 
zellen sind im Langsschnitt hochprismatisch, im Flachschnitt lassen sie jedoch 
eine gegenseitige Verzahnung erkennen. Im apikalen Teil der Zelle lassen 
sich die Zellgrenzen versilbern, die Zellkerne liegen basal. Ob die Oberflache 
von einer gestreifien Cuticula (Chichkof f 1892) oder nur von den Basal- 
kérnern der Cilien (Micoletzky 1907) gebildet wird, ist noch umstritten. 
Luther (1904) beschreibt feine Langsverbindungen der Wimperwurzeln 
und unregelmafiger verteilte Querverbindungen. Wenn dieser Befund auch 
bei Eumesostominen (keine Tricladen, sondern rhabdocoele Turbellarien) 
erhoben wurde, so diirfte er doch fiir alle Turbellarien zutreffen. In dem 
Plasma der Epithelzellen sind neben zahlreichen Rhabditen kleinere 
Schleimkérperchen eingelagert, die sich gegeniiber Farbstoffen wie Rhab- 
diten verhalten. Die Entstehung der Rhabditen ist noch umstritten; einige 
Autoren (BGhmig 1906; Graff 1917) nehmen neben mesenchymaler 
Genese auch eine Entstehung in den Epithelzellen an, Wilhel mi (1909) 
hingegen leugnet dies; er ist der Ansicht, da alle Rhabditen in Zellen, die 
im Kérperinnern liegen, sich bilden und voll ausgebildet ins Epithel ein- 
dringen. 

Der basale Teil der Epithelzellen ist meist frei von Einschliissen, in ihm 
liegt der Zellkern. Das Plasma weist eine streifige Struktur und vielfach 
einige Vakuolen auf. Driisen- und Sinneszellen sind in das Epithel einge- 
lagert. An den Kérperkanten hat es einen stark abweichenden Bau, ver- 
glichen mit dem eben beschriebenen, normalen Schema. Die Dorsalseite ist 
wesentlich schwiicher bewimpert — bei einigen Formen sogar fast wimpern- 
frei — als die Ventralseite. Unter dem Epithel liegt die Basalmembran; viele 
Autoren beschreiben sie als strukturloses Hautchen. J ander (1897) konnte 
darin bei Procerodes ulvae feine, Netze bildende Fibrillen erkennen. Die 
meisten Autoren betrachten die Basalmembran als eine Bildung des Mesen- 
chym, Woodworth (1891) und Bresslau (1928) als eine Bildung des 
Epithels. 

Unterhalb der Basalmembran liegt die Muskulatur. Diese wird durch 
eine aufere, einfache Lage von zur Korperlangsachse querlaufenden Fasern 
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— meist Ringfasern (Ringmuskulatur) genannt, obwohl sie nicht um den 
ganzen K6rper laufen, sondern nur von Kérperkante zu Kérperkante, ja 
zum Teil noch friiher enden — und mehreren inneren, parallellaufenden 
lasern gebildet. Letztere sind zu Biindeln vereinigt und werden als Lings- 
fasern oder Liingsmuskulatur bezeichnet. An manchen Koérperstellen liegen 
zwischen beiden Lagen noch schrag zur Lingsachse des Kérpers verlaufende 
Muskelfasern, Diagonalfasern genannt. In der Lingsmuskulatur des Haut- 
muskelschlauches entspringen auch die Muskelfasern, die das Kérperinnere 
durchziehen; ihre Langsachse steht ungefahr senkrecht zu der der Liings- 
muskulatur. 

Nach Micoletzky sind die Fasern im Querschnitt nicht kreisférmig, 
sondern abgeplattet, und zwar so, daft, im Querschnitt gesehen, die Ring- 
fasern ein hochstehendes, die Lingsfasern ein liegendes Oval bilden. Die 
stirker lichtbrechende Aufenschicht deutet Micoletzky als faserig diffe- 
renziertes, kontraktiles Plasma (fibrillare Rindenschicht), das Innere als 
Sarkoplasma. 

Die gegebenen Liicken sind von Mesenchymzellen (= Parenchymzellen) 
erfiillt. Intrazellular oder interzellular — dariiber liegt noch keine Einigung 
vor — sind Pigmentkérnchen eingelagert. B 6 h mig (1906) nimmt fiir Mari- 
cola stets eine intrazellulare Lagerung, Wilhelmi fiir dieselbe Gruppe 
eine interzellulare Lagerung an. Micoletzky (1907) spricht sich fiir 
Planaria alpina zugunsten der intrazellularen Lage aus. 

Aufter den schon zu Beginn erwahnten Organsystemen liegen im Paren- 
chym noch zahlreiche einzellige Driisenzellen, die Regenerationszellen (Neo- 
blasten) und die Geschlechtsorgane. Bei den Driisenzellen unterscheidet man 
drei Gruppen: die Rhabditenbildungszellen, leicht kenntlich an ihren groBen 
Sekretprodukten, die eosinophilen und die basophilen Driisenzellen. Die 
Regenerationszellen sind im Lichtmikroskop an ihrem schmalen RNS-reichen 
Plasmasaum, der den runden blasigen Kern umgibt, leicht kenntlich. Von 
den Geschlechtsorganen sollen in diesem Zusammenhang nur die Keimdriisen 
besprochen werden, aber nicht die komplizierten Gangsysteme und Begat- 
tungsorgane. Der Hoden ist in viele kleine Follikel aufgegliedert, deren 
Zahl und Lage im Korper bei den einzelnen Arten recht unterschiedlich sind. 
Sie werden von einer diinnen Tunica propria aus plattenférmigen Zellen 
eingehiillt, die in das Epithel der Ausfuhrginge iibergeht. Die Wand des 
Hodenfollikels bilden Stammzellen und Spermatocyten I. Ordnung. Gegen 
das Innere liegen die Spermatiden, die an ihren kleinen, kugeligen, sehr 
dichten Kernen zu erkennen sind, und im Zentrum die reifen Spermien. 

Das weibliche Keimlager ist in ein paariges Germar und in zahlreiche 
Dotterstockfollikel aufgeteilt. Letztere sind einfacher als die Hodenfollikel 
gebaut und bestehen nur aus Strangen dicht gelagerter Zellen. Diese sind 
durch basophiles Plasma und durch mit Kernfarbstoffen anfarbbare Dotter- 
kugeln gekennzeichnet. Sie liegen vor allem in der ventralen Halfte des 
Korpers zwischen den Darmisten. 

Abbildung 6 zeigt ein Schema des Bauplanes und der Histologie. Die mit 
dem Elektronenmikroskop untersuchten Zelltypen sind mit unterstrichenen 


Buchstaben bezeichnet. 
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Abb. 6a. Schema der Organisation einer Sii®wasser-bewohnenden Triclade (nach 
Bresslau). 
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Abb. 6b. Schema eines Querschnittes durch Planaria sp. in der mittleren Koérper- 
region. Unterstrichene Buchstaben bezeichnen Zellen, die im Elektronenmikroskop 
untersucht wurden. Adz = Amédboide Darmzellen, Bm = Basalmembran, Dsz = 
Dotterstockzellen, Esz = Eosinophile Driisenzellen, Et = Epithel, Kdz = Klebe- 
driisenzellen, Lm = Langsmuskulatur, Mfd = Kérpermuskulatur, Mk = Minotscher 
K6érnerkolben, Ne = Neoblasten, NI = lateraler Nervenstrang, Pn = Protonephri- 
dien, Rbz = Rhabditenbildungszellen, Rm = Ringmuskulatur, Te = Hoden. 
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Verhalten der Zellkomponenten gegeniiber 
den Einfliissen der Fixierungsmittel, insbesonders deren pH-Werte 


Die Gleichheit der Zellkomponenten bei den verschiedenen Bléckchen 
konnte nur durch die Gleichheit der Lagebeziehungen und der Ahnlichkeit 
der Ausbildung gesichert werden. Der Versuch, mit lichthistologischen Fiar- 
bungen vergleichbare Bilder iiber den gesamten pH-Bereich eines Fixie- 
rungsmittels zu erzielen, gelang nur zum Teil, da sich das Bild nach 
Hamatoxilin-, Malory- und Azan-Farbung als stark pH-abhiangig erwies. 
Nach Fixierung bei mittleren pH-Werten von etwa 6,0 bis 8,0 gelang eine 
nur unspezifische Anfarbung der Schnitte. Dagegen bewiahrte sich die 
Toluidin-Blau-Farbung gut. Da auch von jedem Bléckchen nur ein be- 
schrankter Bereich optimaler und gleicher Fixierung zur Verfiigung steht, 
konniten nicht alle Zelltypen in jedem Bléckchen nachgewiesen werden. Da 
sich aber zeigte, da die einzelnen Zellkomponenten der verschiedensten 
Zelltypen in gleichem Sinne sowohl auf die Anderungen des pH-Wertes des 
Milieus als auch auf die unterschiedlichen Fixierungsmittel reagierten, fiel 
dieser Mangel nicht schwer ins Gewicht. 


Hyaloplasma 


Als Hyaloplasma wird jener Plasmateil bezeichnet, der — als von allen 
mit dem Lichtmikroskop entdeckten Organellen befreit — gedacht wird. 
Im Elektronenmikroskop enthalt dieses so definierte Hyaloplasma mehrere 
wichtige Bestandteile (H 6 f le r 1960). Vor allem das Endoplasmatische Reti- 





Abb. 7. Ausschnitt aus einem. Protonephridium (Endknauel) von Planaria torva bei 

pH 5,2 fixiert. Die intrazisternale Phase (Jz) ist erweitert. Zum Lumen zu zahlreiche 

kleine Blaschen (b). Extrazisternale Phase (Ez) stark verindert, da Eiweif ausge- 
flockt. VergroéRerung 11.000: 1. 


Abb. 8. Ausschnitt aus einem Protonephridium (Endkniauel) von Planaria gonoce- 
phala bei pH 7,4 fixiert. Die intrazisternale Phase (Jz) ist schhmal und nur an wenigen 
Stellen etwas erweitert. Die extrazisternale Phase (Ez) zeigt gleichmafige Elek- 
tronendichte. Gegen das Lumen zu und an einzelnen Stellen etwas gehauft kleine 
Blaschen (b). Langgestreckte fadenférmige Mitochondrien (M). Das Protonephridium 
wird durch zwei Zellreihen gebildet, unmittelbar am Lumen des Kanales sind die 
Wandungen der Zellgrenzen stirker kontrastiert (SchluBleisten = Sp). VergréRerung 
: 11.000 : 1. 

Abb. 9. Ausschnitt aus einem Markstrang. Membranen der Nervenfasern gut er- 
halten, Inhalt wegen saurer Fixierung sicher stark artifiziell verandert. Derselbe 
Schnitt wie Abb. 13. VergréBerung 11.000 : 1. 

Abb. 10. Ausschnitt aus améboiden Darmzellen. In der unteren Halfte der Abbildung 
teilte eine Zellgrenze das Bild. Zahlreiche Blaschen ohne (B) und mit Binnenkérper 
(Bb). Meiosomen (Me) erhalten, ihre Anordnung zeigt die Gerinnung des Grund- 
plasma. Planaria torva, pH5,2. VergréRerung 21.000: 1. 

Abb. 11. Ausschnitt aus einem Minotschen Kérnerkolben. Gut ausgebildetes Ergasto- 
plasma. Intrazisternale Phase (Iz), elektronenlicht und erweitert, Sekret geschrumpft 
(Gmk), von lichtem Hof umgeben. Extrazisternale Phase (Ez) enthalt sehr viele 
Meiosomen (Me). Planaria torva bei pH 5,2 fixiert. VergréRerung 11.000 : 1. 
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Abb, 7 bis 11, 


Protoplasma, Bd. LIV/1 
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culum, eine granulare Komponente, die Meiosomen, und eine fibrillare 
Komponente, die nur einzelnen Zellen zukommt, die Plasmafibrillen. AuRer 
diesen drei Komponenten gibt es noch einen Plasmaanteil, der unter dem 
Auflésungsvermégen des Elektronenmikroskopes liegt, das Grundplasma. 

Endoplasmatisches Reticulum: Das _ Endoplasmatische 
Reticulum ist von der Zellmembran bis zur Kernmembran ein System von 
zumindest zeitweilig zusammenhangenden Kanilen, die von einer Membran 
umgeben sind. Raiumliche Rekonstruktionen sind derzeit schwer méglich: 
Einerseits wegen langwieriger Serienschnittuntersuchungen, anderseits da- 
durch, dali? die Membranen im Elektronenmikroskop nur bei giinstiger 
Schnittlage in ihrer wahren Gestalt aufgelést werden. Es scheint daher vor- 
erst gerechtfertigt, alle Schnittfiguren von Membranen, die Osmiumtetroxyd 
oder Permanganat starker binden und nicht zu wohl definierten Organellen 
(wie Mitochondrien, Dictyosomen, Plastiden etc.) gehéren, als Teil des Endo- 
plasmatischen Reticulum anzusehen. Das Endoplasmatische Reticulum zeigt 
bei den einzelnen Zelltypen sehr charakteristische Bilder. In Form des be- 
sonders hochgeordneten Ergastoplasma kommt es bei den Tricladen vier 
Zelltypen zu, namlich zwei Kérperdriisenzellen (eosinophile und basophile 
Driisenzellen), den Dotterstockzellen und den Minotschen Kérnerkolben. 
Dabei weist das Volumsverhaltnis der intrazisternalen zur extrazisternalen 
Phase sehr charakteristische Unterschiede auf, die bei Osmiumtetroxyd- 
Fixierung in Abhangigkeit vom pH-Wert des Fixierungsmittels stehen. 
Bei zwei dieser Zelltypen wurde das bereits beschrieben (Klima 1959); 
auch fiir die Minotschen Koérnerkolben konnte dies jetzt als zutreffend er- 
kannt werden. 1959 konnte dieses Verhalten nur fiir ein Puffersystem ge- 
zeigt werden, nun liegen die gleichartigen Erfahrungen von anderen Puffer- 
systemen ebenfalls vor (siehe Tab. 3). 

Diese Abhangigkeit des Bildes des Endoplasmatischen Reticulum vom 
pH-Wert bei Osmiumtetroxyd-Fixierung findet man nicht nur bei jenen 
Anteilen des Endoplasmatischen Reticulum, die in Form eines Ergasto- 
plasma ausgebildet sind, sondern ganz allgemein. Allerdings ist die quanti- 
tative Erfassung bei den anderen Zellen schwieriger. In den Endkolben der 
Protonephridien liegt das Endoplasmatische Reticulum in Form von glatt- 
wandigen Falten, die von der Zellmembran aus in das Zellinnere eingestiilpt 
sind. Statt die Anderung des Verhaltnisses zwischen dem Volumen beider 
Phasen zu erfassen, ist es in diesem Fall giinstiger, direkt die durchschnitt- 
liche Breite des Abstandes der begrenzenden Membranen der intrazister- 
nalen Phase zu messen, um deren Volumsanderung aufzuzeigen. Es stellt 
sich dabei heraus, daf bei alkalischer Fixierung die Membranen sehr eng 
beisammenliegen und bei saurer Fixierung ein unregelmafiger, breiter 
Spaltraum vorhanden ist (siehe Tab. 3). 

Von einem Netz des Endoplasmatischen Reticulum werden die zu Biin- 
deln vereinigten Elementarfibrillen der Muskeln umhiillt. Die Adern dieses 
Netzwerkes zeigen bei der Muskulatur des Hautmuskelschlauches Schnitt- 
figuren querliegender, bei der KérpermeskKulatur hochgestellter Schlauche. 
Auch hier findet eine Volumszunahme der intrazisternalen Phase bei saurer 
und eine Volwmsminderung. bei alkalischer Reaktion statt. Dadurch nahern 
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sich bei saurer Fixierung die Schnittfiguren der beiden Muskeltypen ein- 
ander. Auch in den Darmzellen sind zahlreiche kleine Blaschen vorhanden, 
die zum Endoplasmatischen Reticulum gehGren. Bei diesen ist ein Nachweis 
der Volumszunahme bei saurem pH und der Volumsverminderung bei alka- 
lischem pH nicht ohne weiteres zu erbringen, denn es miissen nicht nur die 


Tabelle 3 
Material Quotient Iz : Ez DQ 
Dotterstockzellen 

Planaria alpina 

Veronalpuffer pH 7,00 
Dendrocoelum lacteum 
Veronalpuffer pH 7,15 

Planaria alpina 

Veronalpuffer pH 6.00 

Planaria gonocephala 
Phosphatpuffer pH 6,2 

Planaria torva 

Veronalpuffer pH 7,3 

Planaria torva 

Phosphatpuffer pH 7,32 


Minotsche Kérnerkolben 
Planaria torva 
Veronalpuffer pH 5,2 
Planaria torva 
Veronalpuffer pH 7,35 
Dendrocoelum lacteum 
Veronalpuffer pH 7.15 
Abstande der 
Membranen voneinander 
gemessen in Iz 
Protonephridien 
Planaria torva 
Veronalpuffer pH 5,2 2000 A 
Planaria torva 
Veronalpuffer pH 7,42 750 A 
Planaria gonocephala 
Phosphatpuffer pH 8,00 500 A 


Alle Tiere mit 1% OsQO,, im angegebenen Puffer gelést. fixiert. 


GréRe der Blaschen, sondern auch ihre Anzahl beriicksichtigt werden. Zu 
einer statistischen Sicherung dieser Unterschiede reichte das Material, das 
vorlag, nicht aus. Im Epithel sprechen zwar zahlreiche Anzeichen dafiir, 
da auch hier diese GesetzmaBigkeit herrscht, doch konnte der Nachweis 
nicht sicher erbracht werden, da das Epithel als iuBerste Kérperschicht be- 
sonders leicht Boryskoschaden aufweist und diese Schaden ein Ausmaf 
haben, das die feinen Unterschiede im Endoplasmatischen Reticulum unter- 
driickt. 


g* 





116 J. Klima 


Diese Abhangigkeit vom pH-Wert des Fixierungsmittels findet sich nur 
bei Osmiumsaure-Fixierung, nicht aber, wenn man Kaliumpermanganat 
verwendet. Nimmt man Formol, so ist die Fixierung fiir die folgende Nach- 
behandlung zu schwach, unabhangig davon, welches von den beiden ein- 
gangs erwahnten Einbettungsmitteln verwendet wird; denn die Entwisse- 
rung ist die kritische Periode. Fixiert man jedoch nach, so zeigt sich, dab 
erst die zweite Fixierung das Bild des Endoplasmatischen Reticulum pragt 
und es den Bildern gleicht, die bei alleiniger Anwendung des jetzt nach- 
folgenden Fixierungsmittels gewonnen werden. 

Meiosomen: Die Meiosomen kommen in allen Zellen vor; ihre An- 
zahl ist abhangig vom Zelltyp. Ihre Gestalt ist innerhalb weiter pH-Grenzen 
(9,0—6.0) unabhangig vom pH-Wert des Fixierungsmittels und ihr Durch- 
messer betragt ungefahr 150 A. Bei starker saurer Reaktion (5,0—4,0) ver- 
gréBert sich ihr Durchmesser, was dadurch zu erklaren ist, daB sich Eiweif- 
material an ihrer Oberflache prazipitiert. Bei sehr stark saurer Reaktion 
(2,32) hingegen sind sie in den Zellen mit Ergastoplasma wieder in gleicher 
GréRenordnung wie bei neutraler Reaktion erhalten. Sie sind sowohl nach 
Osmiumtetroxyd- als auch nach Formol-Fixierung sichtbar. Kaliumperman- 
ganat-Fixierung erhalt sie nicht. 

Plasmafibrillen: Die Plasmafibrillen finden sich bei den Tricla- 
den vor allem in den Epithelzellen. Sie sind nur bei denjenigen Epithelzellen 
erhalten, die keine Borysko-Schiden aufweisen, und besonders reichlich, 
wenn im alkalischen Bereich fixiert wurde. Je saurer das Fixierungsmittel 
ist, um so starker herrscht der granulare Aspekt im Plasma vor. Ihre Orien- 
tierung zeigt eine leichte Vorzugsrichtung in der Langsachse der Zelle. Sie 
sind diinne Fasern von etwa 70 A Dicke. Besonders deutlich sind sie nach 
Phosphorwolframsaure-Kontrastierung zu erkennen. 


Mitochondrien 

Die Mitochondrien der Tricladen weisen eine groBe Mannigfaltigkeit in 
der Ausbildung ihrer Einstiilpungen auf. Auch bestehen charakteristische 
Unterschiede in ihrer GréBe und Gestalt bei den verschiedenen Zelltypen. 
Bei der Fixierung zeigen die Mitochondrien der verschiedenen Zelltypen im 
allgemeinen ein gleichartiges Verhalten: namlich ein Zunehmen der GroBe, 
sowohl bei alkalischer als auch bei saurer Fixierung. Zwischen den Ein- 
stiilpungen findet sich eine feine Granula, die nach Phosphorwolframsaure- 
Kontrastierung besonders stark elektronenstreuend ist. Sehr haufig sind 
Mitochondrien mit Tubuli mitochondriales zu finden. Ihre doppelte AuBen- 
membran hat den charakteristischen Abstand von 150 A. Das innere Blatt 
bildet Einstiilpungen mit einem Durchmesser von etwa 220 A. Die Mito- 
chondrien der Muskulatur sind besonders reichlich mit Einstiilpungen ver- 
sehen, die hier wahrscheinlich in Form von Cristae mitochondriales vorliegen. 
Manchmal finden sich auch Formen, die an die langsstrukturierten Typen 
von Helix erinnern. 

Auch fiir die Mitochondrien gilt, wie fiir das Membransystem des Endo- 
plasmatischen Reticulum, daB sich die Abhangigkeit des Bildes vom pH- 
Wert des Fixierungsmittels vor allem bei Osmium-Fixation zeigt, dagegen 





Elektronenmikroskopische Studien iiber die Feinstruktur der Tricladen 117 


nicht — oder in nur viel geringerem Mafe — bei der Fixierung mit Kalium- 
permanganat. Die Formol-Fixierung allein geniigt nicht zur guten Erhaltung 
der Mitochondrien und es hangt von der Art der Nachfixierung ab, welches 
Bild diese Organellen zeigen. Besonders auffallend ist, da nach Kalium- 
permanganat-Fixierung die Mitochondrien nur wenige Einstiilpungen auf- 
weisen, die alle quergestellte Blatter bilden, also dem Typ der Cristae ange- 
héren — ein Verhalten, das in ahnlicher Form auch bei alkalischer Fixierung 
mit Osmiumtetroxyd zu finden ist. 


Dictyosomen 


Die Dictyosomen weisen bei den Tricladen einen sehr einheitlichen Bau 
auf. Sie sind Stapel aus wenigen Doppelmembranen, die eng iibereinander 
liegen und an deren Rand kleine Blaschen abgeschniirt werden. Grofe 
Vakuolen, die durch Erweiterung der beiden Membranblatter entstehen, 
fanden sich bei den Tricladen nicht, auch nicht nach den verschiedenartigen 
Fixierungen. Die Dictyosomen erwiesen sich iiberhaupt als sehr resistent 
gegeniiber dem Wechsel des Fixierungsmittels und seines pH-Wertes. Dies 
ist ein Hinweis darauf, daf es sich bei den Dictyosomen stofflich um anderes 
als bei den iibrigen Anteilen des Membransystems des Endoplasmatischen 
Reticulum handeln muf, und es wire erneut zu iiberpriifen, ob die Kon- 
tinuitat, die von Palade zwischen den Membranen des glatten Endo- 
plasmatischen Reticulum und den Golgi-Membranen gefunden wurde, zu- 
recht besteht. Die Dictyosomen kommen bei den Tricladen bei den meisten 
Zellen in Mehrzahl vor. Sie sind in bezug auf andere Zellkomponenten 
orientiert gelagert. So finden sich z. B. die Dictyosomen bei den ergasto- 
plasmareichen Zellen zwischen den Lamellen des rauhwandigen Endoplas- 
matischen Reticulum so liegend, daf ihre Membranen etwa senkrecht auf 
die des Endoplasmatischen Reticulum stehen. 


Wimpern, Geifeln und Wurzelfasern 


Die Tricladen haben ein bewimpertes Epithel, einen bewimperten 
Pharynx, Wimperflammen in den Protonephridien und die langen Geifeln 
der Spermien. Bei den drei erstgenannten Geweben zeigen die Wimpern die 
allgemein verbreitete Ausbildung, letztere weisen einen abweichenden Bau 
auf. Die Wimpern sind bekanntlich aus einem zentralen Filamentpaar und 
umliegenden neun paarigen Filamenten aufgebaut, die von einer Membran 
umschlossen werden. Eine dorsoventrale Symmetrie ist dadurch gegeben, 
daft die Wimpern in einer Ebene schlagen. Diese Symmetrieebene kann auch 
morphologisch bei manchen Formen zum Ausdruck kommen. Auch die Tri- 
claden haben diesen Wimperbau. 

Die Filamente der Wimpern sind auferst stabil gegeniiber Fixierungs- 
einfliissen und bleiben selbst nach einer Fixierung bei einem pH-Wert von 
2,32, der z. B. die Muskelfilamente zerstért, erhalten. Am empfindlichsten 
ist die Plasmamembran. Diese wird bei saurer Fixierung dichter und naher 
an den Zylinder der auferen Filamente angeriickt. Bei dem stark sauren 
pH-Wert von 2.32 liegt sie den Filamenten des auBeren Ringes an. Sie ist 
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schlecht erhalten oder ganz fehlend bei alkalischer Fixierung, schon bei 
einem pH-Wert von 8,0 sind kaum mehr Membranreste nachzuweisen. Die von 
der Membran befreiten Cilien zeigen eine Erweiterung des Durchmessers 
des auBeren Filamentkreises, ein Bild, das méglicherweise nur durch die 
Einbettung zustande kommt. Auffallend ist, daf die Wimpernstrukturen, 
die im K6rperinnern fixiert werden, wesentlich besser erhalten sind als die 
Wimpern des Epithels. Dies méchte ich weniger auf Unterschiede in der 
Plasmamembran selbst zuriickfiihren, als auf die unterschiedlichen Fixie- 
rungsbedingungen. An der Oberflache kénnen Produkte, die bei einem Ab- 
bau der Plasmamembran entstehen, leicht abdiffundieren und so die Reak- 
tion beschleunigen. Im Innern sind diese Bruchstiicke an der Diffusion ge- 
hindert und die Reaktion lauft langsamer ab. So hat das Osmiumtetroxyd 
langere Zeit Gelegenheit, seine fixierende Wirkung zu entfalten. Bei den 
Wimpern der Tricladen finden sich ebenfalls die von A fzelius bei See- 
igelspermien beschriebenen feinen Faden, die von den Aufenfilamenten zu 
den Zentralfilamenten ziehen. An Langsschnitten kann man sogar eine 
Periodizitat dieser Faden feststellen, mit einer Periode von etwa 216 A. 
Kaliumpermanganat erhalt die Plasmamembran der Wimpern gut, kon- 
trastiert aber kaum die Filamente. Auf diese Organellen wirkt Kalium- 
permanganat ganzlich verschieden von Osmiumtetroxyd-Fixierung in 
alkalischem Milieu. 





Abb. 12. Ausschnitt aus der Muskulatur des Hautmuskelschlauches, Querschnitt durch 
Muskelfasern. Die Elementarfilamente (Ef,, Ef.) sind locker verteilt. Anschnitte 
des Endoplasmatischen Reticulum selten und schlecht zu erkennen (Er). Annahernd 
senkrecht zu den Elementarfilamenten liegen die Stiitzfibrillen (Sf), Planaria torva 
mit 1%iger OsO,-Lésung auf pH8.45 mit Veronal-Acetat-HCl gepuffert. fixiert. 
VergréRerung 22.000 : 1. 
Abb. 13. Ausschnitt aus der Muskulatur des Hautmuskelschlauches, im Gegensatz 
zum vorigen Bild bei extrem saurem pH-Wert fixiert. Elementarfilamente zerstort, 
Muskelfasern von einer Membran (Mm) umgeben (diese ist ein Artefakt, das auf 
der sauren Fixierung beruht). Mitochondrien (M) verhaltnismaBig gut erhalten. 
Fasern der Basalmembran (Fb) gut erkennbar. Planaria torva mit 1%iger OsO,- 
Lésung auf pH 2,32 gepuffert, fixiert. VergréRerung 22.000 : 1. 

Abb. 14. Querschnitt durch zwei Cilien der Kérperoberflache. Trotz stark saurer 
Reaktion (pH 2.25) sind sowohl Filamente als auch Membran (Cm) noch gut erhalten. 
Wie Abb. 13. VergréBerung 44.000 : 1. 

Abb. 15. Dicker Schnitt schrag durch das Epithel. Zahlreiche Cilienquerschnitte (Ci) 
und in den zellnahen Partien auch Mikrovilli (Mo). Die tangentialen Wurzelfasern 
(Wft) sind alle nach einer Richtung orientiert. Planaria alpina mit 1% OsO, bei 
pH 7.0 fixiert. VergréBerung 3000 : 1. 


Abb. 16. Ubersichtsbild iiber die auferen Kérperpartien bei Planaria torva. Im 

rechten unteren Eck des Bildes das Epithel mit unterlagerter Basalmembran (Bm) 

und anschliefender Muskulatur des Hautmuskelschlauches (Mfh). Au@ere Ring- 

muskulatur (Rm) annihernd langs-. innere Langsmuskulatur (Lm) quergeschnitten. 

Senkrecht darauf die Fasern der Kérpermuskulatur (Mfd), dazwischen Driisenpro- 

dukte, Driisenzellen und Parenchym (Pa). Planaria torva mit 1% OsO, bei pH 7.42 
fixiert. VergréBerung 22.000 : 1. 





Elekironenmikroskopische Studien iiber die Feinstruktur der Tricladen 119 








12 bis 16. 





120 J. Klima 


Die Wimpern der Spermien unterscheiden sich stark von den Wimpern 
der iibrigen Kérperzellen. Die Stelle des zentralen Filamentpaares nimmt 
ein neuneckiges Prisma ein, mit elektronendichter Wandung und dichtem 
Achsenfaden. Die Faden ziehen von den Aufenfilamenten zu einer Ecke des 
Prismas und enden hier mit einer kleinen Verdickung. An Langsschnitten 
sieht man, daff die Faden nicht in einer Ebene liegen, sondern daf sie von 
Auftenfilament zu Aufenfilament um ein bestimmtes Maf in der Hihe ver- 
setzt sind. So liegen die Verdickungen auf einer Spirale, die das Prisma 
umlauft (siehe Abb. 42). Die Filamentstruktur der Spermiengeifeln ist wie 
die der Cilien gegeniiber der Fixierung bestandig. Auch nach Formol- 
Fixierung sind diese Einzelheiten gut zu erkennen, obwohl die Aufen- 
membran nach Formol-Fixierung allein nicht erhalten ist. 

Der Basalteil der Cilien ist gegeniiber den distalen Abschnitten anders 
gestaltet. Um die Aufenfilamente lagert sich elektronendichtes Material. 
Ihre paarige und streng parallele Anordnung ist gelockert und die Zahl der 
Filamente dadurch auch bei guten Querschnitten auf Grund der Schnitt- 
effekte nicht eindeutig festzustellen. Etwas iiber der Hohe, auf der die 
Wimpernmembran in die Membran der Zelle umbiegt, findet sich eine Platte 
elektronendichten Materials, die die Wimper teilt. Im Innern der Zelle 
lauft frei der Aufenfilamentzylinder der Wimper und endet etwa 05 u 
unter der Plasmaoberflache: das zentrale Filamentpaar durchsetzt die 
elektronendichte Platte, endet aber innerhalb des Zylinders. Zwei quer- 
gestreifte Fasern entspringen dem Zylinder der Wimper im Epithel; sie 
haben ihren Ursprung seitlich an dessen Wandung und weisen beide die- 
selbe Periodizitat von etwa 450 A auf. Aufer dieser Querperiodizitat findet 
sich auch eine Periodizitat durch langsverlaufende Fibrillen. Die Struktur 
der Wurzelfaser erweist sich gegeniiber den Fixierungsbedingungen beson- 
ders stabil. 


Muskelfilamente 


Die glatten Muskelfasern der Tricladen enthalten zwei Typen von 
Elementarfibrillen: eine Faser von etwa 120A und eine feinere von etwa 
60 A Dicke. Beide liegen parallel zur Langsachse der Muskelfibrille. Aufer 
diesen beiden Typen finden sich noch Fasern, die senkrecht zur Langsachse 
der Muskelfibrille verlaufen und in ihrem Langs- und Flachschnitt als 
spindelférmige, schwarze Kérperchen aufscheinen. Im Querschnitt sind die 
Elementarfibrillen nicht in einem strengen Gitter gelagert. sondern etwas 
unregelmafiger angeordnet. 

Bei alkalischer Fixierung sind die Muskelfibrillen locker gelagert, bei 
saurer Fixierung sehr dicht gepackt. Bei stark saurer Reaktion, namlich bei 
pH 2,32, werden die Muskelfibrillen zerstért, die Stiitzfibrillen jedoch bleiben 
erhalten. 


Plasmagrenzflachen 


Als Plasmagrenzflachen sollen hier nur jene protoplasmatischen Ober- 
flachen bezeichnet werden, die an kérperfremdes Medium grenzen. Bei den 
Tricladen sind das die Oberflache des Epithels. die Oberflache der Proto- 
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nephridialkanile, die Oberflache des Darmlumens und die Zellgrenzen der 
Spermien. Die Grenzflachen des Protoplasma stellen sich nach Osmium- 
tetroxyd- und Kaliumpermanganat-Fixierung als diinne, elektronendichie 
Linien dar. Bei besonders stark saurem pH erscheint diese Linie verbreitert. 
An einigen Stellen sind diese Grenzflachen durch untergelagerte Filamente 
verstarkt. Dies ist der Fall bei den Wandungen der Driisenkaniile, die die 
Haut durchbohren, und bei den Spermien. 


Zellkern 


Die Interphasekerne der Tricladen eignen sich nicht, um die Abhangig- 
keit des Bildes des Zellkernes vom pH-Wert und dem Fixierungsmittel zu 
untersuchen, da sie, wie die bisher bekannten Zellkerne aus Kérpergeweben. 
einen so weitgehend entspiralisierten Bau der Chromosomen besitzen, da 
im Ultradiinnschnitt meist nur wirr verteilte granulire bis kurzfadige Ge- 
bilde sichtbar sind. 

Dagegen zeigen die Spermatiden und Spermien eine hochgeordnete Ver- 
teilung des Kernmaterials. Hier zeigt sich, daf eine kombinierte Osmium- 
Formol-Fixierung den anderen Fixierungsmitteln iiberlegen ist. Die Ab- 
hangigkeit des Bildes vom pH-Wert ist sehr gering. 

Die Zellkerne sind von einer doppelten Kernmembran mit Poren um- 
geben, die dem Endoplasmatischen Reticulum zugehért, wie dies fiir alle 
bisher untersuchten Zellkerne zutrifft. 


Basalmembran 


Die Basalmembran hat nach jeder Fixierung einen Aufbau aus Fibrillen. 
die Streutextur zeigen. Die Feinheit der Fibrillen ist abhangig vom gewahl- 
ten pH-Wert. Je saurer fixiert wird, desto gréber sind die Fibrillen, je 
alkalischer, desto feiner. 

Gegen das Epithel hin begrenzt die Basalmembran eine kontinuierliche 
dunkle Linie, die den Schnitt durch eine Membran darstellt. Gegeniiber 
dem darunter liegenden Hautmuskelschlauch ist die Basalmembran nicht 
durch eine Membran begrenzt, sondern die Zellen liegen direkt unter dem 
Faserfilz der Basalmembran. 


Sekretkoérner 

Vom Lichtmikroskop her sind drei Sekretformen der Tricladen bekannt, 
die den Hautmuskelschlauch passieren: das eosinophile, das basophile 
Sekret und die Rhabditen. Im elektronenmikroskopischen Bild finden sich 
mehr als drei Sekretkérnerarten, die den Hautmuskelschlauch durchwan- 
dern. Es zeigte sich aber, da® die Sekretkérner sehr empfindlich gegeniiber 
Einfliissen der Fixierung und Einbettung sind; dazu kommt noch, daf sie 
dafiir bestimmt sind zu zerfallen und den die Tiere einhiillenden Schleim 
zu liefern; daher ist es oft schwer, ein Artefakt abzugrenzen. Durch ihre 
besondere Grée sind die Rhabditen leicht kenntlich. Es finden sich alle 
Ubergiinge von gleichmafig elektronendichten, mit einer diinnen Membran 
versehenen Kérpern bis zu grofen, lichten Gebilden, die nur wenige elek- 





122 J. Klima 


tronendichte Granula wirr verteilt enthalten, die sich randlich haufen. Nur 
die erste Ausbildung diirfte dem vitalen Zustand vor ihrem Zerfall ent- 
sprechen. Die anderen Erscheinungsformen sind wahrscheinlich keine Arte- 
fakte, sondern natiirlicherweise vorkommende Zerfallstadien. 

Bei neutraler Fixierung mit Osmiumtetroxyd treten beide Ausbildungen 
auf, und zwar bei Praparaten, die Borysko-Schiden aufweisen, vornehmlich 
die letztere, nur bei besonders gut gelungener Einbettung ist die erste Aus- 
bildungsweise in der Uberzahl vorhanden. Bei saurer Fixierung tritt regel- 
mafRig nur die elektronenlichte Form mit wirr verteilten dunklen Granula 
auf. Formol-Fixierung allein bewirkt ebenfalls nur diese Form der Aus- 
bildung, wahrend Formol-Fixierung mit nachfolgender Osmium-Kontra- 
stierung fast alle Rhabditen in der ersten Ausbildung erhalt. Auch Kalium- 
permanganat erhalt die Rhabditen sehr gut. 

Die eosinophile Granula weisen bei allen bisher untersuchten Tricladen 
eine Querstreifung auf, doch ist die Art der Ausbildung von Tierart zu 
Tierart verschieden. Besonders kompliziert aufgebaut sind die quergestreiften 
Granula bei Planaria alpina Dana. In diesem Fall zeigt sich nach Osmium- 
tetroxyd-Fixierung ein elektronendichter, quergestreifter Kern mit einer 
Periode von 417A (die noch in vier Unterperioden gegliedert ist), der 
von mehreren Membranen eingehiillt wird. Bei Planaria torva ist dagegen 
nur eine einfache Querperiodizitat gegeben, die das gesamte Korn erfabt 
und etwa 340 A betragt. Eine ahnliche Ausbildungsweise wie bei Planaria 
torva findet sich bei Planaria alpina nach reiner Formol-Fixierung. Das 
Bild der quergestreiften Granula wird vom pH-Wert des Fixierungsmittels 
anscheinend nicht beeinfluBt. 

Die basophilen Granula sind bei verschiedenen Tricladenarten ebenfalls 
unterschiedlich geformt. Bei Planaria alpina sind es polygonale, elektronen- 
dichte Gebilde mit-elektronenlichten Liickenraumen, bei Planaria torna 
kugelige, elektronendichte Granula in einer GréBe von etwa 6000 A. Auch ~ 
ihre Ausbildung ist im wesentlichen unabhangig vom pH-Wert des Fixie- 
rungsmittels. 

Beide Granulatypen weisen aber bei allen Fixierungs- und Einbettungs- 
mitteln Zerfallserscheinungen auf und dadurch eine groBe Mannigfaltigkeit. 





Abb. 17. Ubersichtsbild aus dem K6rperinnern von Dendrocoelum lacteum. In das 
Parenchym (Pa) sind Muskelfasern (Mfd) und zwei Dotterstockzellen (Dsz) mit gut 
ausgebildetem Ergastoplasma eingelagert. Intrazisternale Phase (Jz) elektronenlicht. 
Fixiert mit 1% OsO, bei pH 7.35. VergréBerung 3200 : 1. 
Abb. 18. Ausschnitt aus dem Darm von Planaria torva. Zwischen améboiden Darm- 
zellen ein Minotscher Kérnerkolben; man erkennt den Zellkern (N) und die spezi- 
fische Granula (Gmk). Reich entwickeltes Ergastoplasma. Mit 1% OsO, bei pH 5,25 
fixiert. Vergréferung 3200 : 1. 
Abb. 19. Ausschnitt aus dem Darm von Dendrocoelum lacteum. Amiéboide Darm- 
zellen mit zahlreichen vielgestaltigen Vakuolen (Va). Die Darmzellen sind gegen- 
seitig verzahnt, wie das Schnittbild der Zellmembranen (Zm) zeigt. Zellkerne (N) 
manchmal mit cytoplasmatischen Einschliissen versehen. Fixiert mit 1% OsO, bei 
pH 7,32. VergréBerung 3200: 1. 
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Abb. 17 bis 19. 
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Auf eine taxative Aufzahlung aller dieser Ausbildungsformen wird ver- 
zichtet. Die Zerfallsreihen beider Formen sollen noch erarbeitet werden, da 
sie ja wahrscheinlich einem physiologischen Geschehen entsprechen. 


Schema der Feinstrukturen der einzelnen Zelltypen 


In diesem Kapitel soll nun die Zuordnung der einzelnen Zellkomponenien 
innerhalb einer Zelle besprochen werden und es wird versucht, ein Modell- 
bild der intra-vitam-Struktur dieser Zellen zu entwerfen. 

Im vorigen Kapitel konnte gezeigt werden, daft zwar die absoluten Mae 
der einzelnen Zellkomponenten starken Schwankungen in Abhangigkeit vom 
Fixierungsmedium unterworfen sind, daf ihre Konfiguration aber weit- 
gehend stabil ist. Auch fiir jene Komponenten, auf die das nicht zutrifft, 
wie z. B. Sekretkérner und Rhabditen, scheint es méglich, die intra-vitam- 
Struktur zu erschlieBen, da sie ja allen Wandlungen des Erscheinungsbildes 
zugrunde liegt. 


Epithelzellen 


Die Epithelzelle ist bewimpert, die Wimpern zeigen den bekannten und 
schon besprochenen Bau. An der Basis des Zylinders der Wimper entsprin- 
gen seitlich zwei Wurzelfasern, von denen eine tangential, die andere ver- 
tikal verlauft. Die vertikale Wurzelfaser dringt bis in die Nahe des Zell- 
kernes vor, die tangentiale endet nach kurzer Strecke, ohne eine andere 
Wimper zu erreichen. An dicken Flachschnitten zeigt sich, daf alle tangen- 





Abb. 20. Ausschnitt aus dem Hautmuskelschlauch von Planaria alpina. Am oberen 
Bildrand Cilien (Ci), quer und schrag geschnitten. In den Epithelzellen erkennt man 
die Haufung der Mitochondrien (M) in einer Zone, die absteigenden Wurzelfasern 
(Wfo), Rhabditen (Rh) und Schleimkérperchen (Sk). Die beiden letzteren weisen 
wirr verteilte Granula auf (saures Fixierungsbild). Die dem Epithel unterlagerte 
Basalmembran (Bm) ist diesem gegeniiber durch eine feine Membran (Mb) begrenzt. 
Unter der Basalmembran liegen Muskelfasern, randlich werden sie von Anschnitten 
des Endoplasmatischen Reticulum (Er) eingehiillt. Man erkennt deutlich die Elemen- 
tarfilamente (Ef,), die Stiitzfibrillen (Sf) und grofe Mitochondrien (M). Fixiert mit 
1% OsO, bei pH 6.0. VergréRerung 12.000 : 1. 


Abb, 21. Ausschnitt aus dem Hautmuskelschlauch. Die meisten Muskelfasern sind 
langsgeschnitten. Man erkennt kleine dunkle Gebilde (Sf). die den Stiitzfibrillen des 
Querschnittes entsprechen. Zweierlei Elementarfilamente (Ef, Ef.) sind erkenn- 
bar. die sich aufspalten und untereinander vernetzen (siehe Schema Abb. 28). Planaria 
gonocephala, fixiert bei pH 7.4. Vergréferung 17.000: 1. 

Abb. 22. Schnitt durch Basalteil der Cilie. Dunkler Aufenfilamentzylinder geht in 
tangentiale Wurzelfaser iiber. Wurzelfaser mit periodischer Querstreifung (Qm). 
Derselbe Schnitt wie Abb. 21. VergréBerung 44.000 : 1. 

Abb. 23. Ausschnitt aus einer Epithelzelle von Dendrocoelum lacteum. In der Nahe 
des Kernes (N) ein Dictyosom mit den kleinen Blischen (Go) und den Stapeln von 
Doppelmembranen (Gm). Fixiert bei pH 7.2. VergréRerung 22.000 : 1. 

Abb. 24. Dicker Flachschnitt durch das Epithel. Fast alle Cilien (Ci) sind so geschnit- 
ten, da man ihre tangentiale Wurzelfaser und deren einheitliche Orientierung er- 
kennt. Derselbe Schnitt wie Abb. 15. VergréBerung 11.000: 1. 
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Abb. 20 bis 24. 
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tialen Wurzelfasern in der gleichen Richtung verlaufen. Dabei ist diese nicht 
einer bestimmten Kérperachse zugeordnet; denn an Liangsschnitten durch 
das Epithel, die sowohl quer als auch lings zur Ringmuskulatur orientiert 
sind, konnten Anschnitte der tangentialen Wurzelfasern an den Wimpern 
iiber weitere Strecken verfolgt werden. Die Plasmaoberflache zeigt zwischen 
den Wimpern einen reichen Mikrovilli-Besatz; dabei treffen auf eine Wim- 
per ungefahr 6 Mikrovilli, die sie etwas unregelmafig, aber doch annahernd 
hexagonal orientiert. umstehen. Das Plasma der Epithelzellen wird von 
zahlreichen Rhabditen und Schleimkérperchen ausgefiillt. Dabei sind nur 
jene Bilder als lebensecht zu werten, bei denen Rhabditen und Schleim- 
kérperchen gleichmafige Elektronendichte aufweisen, ohne deutlich erkenn- 
bare Struktur. Die im Leben vorhandene Doppelbrechung kann nicht auf 
die bei schlechter Fixierung auftretenden fasrigen bis granularen Strukturen 
im Innern der Rhabditen zuriickgefiihrt, sondern muf wohl einem fasrigen 
Protein, das unter der Auflésungsgrenze des Elektronenmikroskops liegt, 
zugeschrieben werden. Die oberste Plasmaschicht ist verhaltnismafig frei 
von Mitochondrien, dagegen treten diese in einer mittleren Zone gehauft auf. 
Die Mitochondrien der Epithelzellen sind kleine, ovoide Gebilde; es finden 
sich immer nur elliptische Schnittfiguren gleichférmiger GréRenordnung 
(siehe Schema Abb. 48, 49). Sie zeigen wenige einfache, schlauchférmige Ein- 
stiilpungen. 

Die Dictyosomen kommen in Ein- bis Mehrzahl vor und liegen im Basal- 
bereich des Plasma zwischen Zellkern und Zellgrenze. 

Die intrazisternale Phase des Endoplasmatischen Reticulum ist in den 


Epithelzellen nur schwach vertreten. Sie steht oft in offener Verbindung 
mit dem Interzellularraum und bildet Einstiilpungen, die eine fasrige 
Differenzierung des Plasma im Lichtmikroskop vortauschen. Das Plasma der 
Epithelzellen enthalt wenige Meiosomen, dagegen zahlreiche Plasmafibrillen. 

Auf der Basalmembran sitzt die Epithelzelle mit zahlreichen kleinen 
FiiBchen auf. Diese sendet knopfige Differenzierungen in die Plasmafii&chen 
der Epithelzellen. Die Sekretprodukte der Driisenzellen durchsetzen das 





Abb. 25. Querschnitt durch die Langsmuskulatur von Dendrocoelum lacteum. Die 
einzelnen Muskelfasern sind von den Anschnitten des Endoplasmatischen Reticulum 
{Er) eingehiillt. Die Stiitzfibrillen (Sf) verlaufen ungefahr senkrecht zu den Elemen- 
tarfilamenten, die nicht in einem strengen Gitter angeordnet sind; die dickeren 
Elementarfilamente (Ef,) sind von diinneren (Ef,) umgeben. Die Mitochondrien (M) 
sind groB und reich an inneren Einstiilpungen vom Cristae-Typ. Zellgrenzen konnten 
nicht nachgewiesen werden. Mit 1% OsO, bei pH 7.2 fixiert. VergréBerung 32.000 : 1. 
Abb. 26. Starker vergréBerter Ausschnitt aus anschliefRendem Bereich. Deutlich sind 
die verschieden starken Elementarfilamente zu erkennen. Vergréferung 64.000 : 1. 
Abb. 27. Ausschnitt aus dem K6rperinnern von Dendrocoelum lacteum, Eine 
Muskelfaser der Kérpermuskulatur (Mfd) mit umgebendem Parenchym. Muskelfaser 
von Anschnitten des Endoplasmatischen Reticulum (Er) eingehiillt. Vereinzelt solche 
Anschnitte auch im Parenchym. Die Elementarfilamente sind bei der Kérper- 
muskulatur nicht streng parallel ausgerichtet und sehr dicht gepackt. Offene proto- 
plasmatische Verbindung zwischen Muskelfaser und Parenchym (gefiederter Pfeil). 
Derselbe Schnitt wie Abb. 25. VergréBerung 42.000 : 1. 
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Epithel teils interzellular, teils intrazellular; innerhalb der Zelle sind dabei 
in der Wandung der Kaniale Filamente zu sehen. Der Zellkern zeigt keine 
Besonderheiten. 
Muskelfasern 

Bei den Muskelfasern mu man unterscheiden zwischen den Fasern der 

Kérpermuskulatur und denen des Hautmuskelschlauches. Letztere werden 

von einem flachen Netzwerk des Endoplasmatischen Reticulum umgeben, 

das eine einfache Lage bildet und die Fasern allseitig einhiillt. In die Muskel- 

faser dringt das Endoplasmatische Reti- 

OU culum kaum vor. Eingehiillt von diesem 

sind eine grofe Anzahl von Elementar- 

filamenten, von denen zwei Gréfen- 

ordnungen zu finden sind, eine Art mit 

ungefiahr 120A Durchmesser, eine andere 

Art mit etwa 60 A. Die Elementarfila- 

mente zeigen im Querschnitt keinen 

streng geordneten Gitteraufbau, doch 

finden sich einzelne Bereiche, die eine 

verhaltnismafig hohe Ordnung auf- 

weisen. Aufer den Elementarfilamenten 

kommen noch Stiitzelemente vor, die im 

Lingsschnitt als spindelférmige Kérper- 

chen, im Querschnitt aber als schmale 

i ile I ok eli Bander, die quer zur Liangsache der 
Muskelfaser des Hautmuskelschlau- Muskelfasern laufen, erscheinen. 

ches. Die Muskelfaser ist vom AuBerhalb der Muskelfaser liegen 

Netzwerk des Endoplasmatischen die Mitochondrien, die bei der Musku- 

Reticulum (Er) eingehiillt. Es sind Jatur des Hautmuskelschlauches meist 

zwei verschieden dicke Elementar- sehr gut ausgebildet sind. Es sind groBe 

filamente (Ef,, Ef.) vorhanden, die Schnittfiguren nachweisbar und es zeigt 


sich locker vernetzen. Im Langs- ; Ennio? 
: ; Bi sich. daft der Besatz von Einstiilpungen 
schnitt erscheinen dichte spindelige 


Kigerdicn (Sf), die sid im Qeer- in diesen Mitochondrien besonders dicht 
schnitt als gewundene Filamente ist. Méglicherweise kann ein Teil dieser 
erweisen. Auferhalb der Muskel- Einstiilpungen als Christae ausgebildet 
faser Anschnitt eines Mitochon- sein. Die Mitochondrien sind in be- 
driums. stimmten Abschnitten der Muskelfaser 

gehiuft, wiahrend benachbarte Ab- 

schnitte oft weitgehend leer von Mitochondrien sind. Es war bisher nicht 
méglich, eine bestimmte Anordnung oder Periodizitat zu erkennen, Die vom 
Endoplasmatischen Reticulum umhiillten Muskelfasern erweisen sich auch 
bei stark saurer Fixierung (pH 2,32) als eine funktionelle und morphologi- 
sche Einheit. Der plasmatischen Zwischenraum, der die Mitochondrien ent- 
halt, wird bei dieser stark sauren Fixierung nicht in einzelnen Partien zer- 
legt, sondern weitgehend aufgelést. Da sich auch bei guter Fixierung keine 
Anzeichen dafiir finden, daf zwischen den verschiedenen Muskelfasern Zell- 
grenzen sind, die bestimmten Muskelfasern jeweils bestimmte Mitochondrien 
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zuordnen, sondern eine zusammenhangende plasmatische Phase vorhanden 
ist, muf man dem Hautmuskelschlauch der Turbellarien eine plasmodiale 
Struktur zuschreiben. Dazwischen aber liegen die Ausiaufer von pigment- 
haltigen Zellen, die gegeniiber dem Sarkoplasma durch Doppelmembranen 
begrenzt sind. 

Die Kérpermuskulatur der Tricladen weist gegeniiber der Muskulatur 
des Hautmuskelschlauches folgende Unterschiede auf: Die Elementarfila- 
mente innerhalb einer Muskelfaser sind sehr viel dichter gelagert: dadurch 
erscheint im Querschniti ein viel gesetzmafigeres Bild der Verteilung der 
Elementarfilamente. Langs- oder Schragschnitte zeigen dagegen, da die 
Elementarfilamente nicht so streng parallel zur Langsachse der Faser ge- 
ordnet sind, wie bei der Muskulatur des Hautmuskelschlauches, sondern in 
zwei sich kreuzenden Systemen verlaufen, die schrag zur Langserstreckung 
der Muskelfaser liegen. Auch die Kérpermuskulatur wird von einem Netz- 
werk des Endoplasmatischen Reticulum umgeben, doch sind dessen An- 
schnitte im Gegensatz zu denen der Muskulatur des Hautmuskelschlauches 
im Langsschnitt nicht flach anliegend, sondern hochgestellt (siehe Schema 
Abb. 49, 50). 

Vereinzelt liegen Mitochondrien dem Netzwerk des Endoplasmatischen 
Reticulum an. Das kérnige Sarkoplasma der Kérpermuskulatur geht ohne 
Zellbegrenzung in die plasmatische Phase des Parenchyms iiber. Ebenso 
findet sich eine Verbindung der intrazisternalen Phase des Endoplasmati- 
schen Reticulum mit der des Parenchyms. 

Durch die chemische Fixierung wird ein Zustand der Kontraktion der 


Muskelfaser bewirkt, der allerdings nicht iiberpriifbar ist und der nicht 
immer physiologisch sein muf. 


Eosinophile Driisenzellen 


Auffallend ist das reichentwickelte Endoplasmatische Reticulum, das als 
Ergastoplasma ausgebildet ist. Die Zellen zeigen einen polaren Bau; Kern 
und Driisenprodukt liegen an den beiden Polen, dazwischen und seitlich 
das Ergastoplasma. Die intrazisternale Phase ist elektronendichter als die 
extrazisternale Phase. Die Anordnung der Zisternen des Endoplasmati- 
schen Reticulum kann am besten mit einer Zwiebel verglichen werden, aus 
der ein Sektor herausgeschnitten ist. In diesem Sektor liegen der Kern und 
die Driisenprodukte. Diese sind zwar bei allen untersuchten Arten quer- 
gestreift, doch zeigen sich artspezifische Unterschiede; auch gegeniiber 
Fixierungs- und Einbettungsartefakten sind sie unterschiedlich anfallig. Bei 
Planaria torva und Dendrocoelum lacteum weisen sie oft Borysko-Schaden 
auf und so finden sich zahlreiche Sekretkérner, deren Querperiodizitat zer- 
stért worden ist. Gegeniiber der Umgebung sind die Driisenzellen’ durch 
eine deutliche Zellmembran begrenzt. Ihre Mitochondrien sind klein und 
enthalten einige Tubuli. 


Basophile Driisenzellen 


Die basophilen Driisenzellen. weisen einen ahnlichen Aufbau wie die 
eosinophilen auf; ihre Sekrete unterscheiden sich jedoch stark. Die baso- 
Protoplasma, Bd. LIV/1 19 
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philen Sekretkérner sind kugelig, ohne jede Querperiodizitat und zeigen 
bei Planaria alpina elektronenlichte Stellen im Innern. Das Endoplas- 
matische Reticulum ist ebenfalls als Ergastoplasma ausgebildet. Die intra- 
zisternale Phase ist elektronenlichter als die extrazisternale. 


Rhabditenbildungszellen 


Im Gegensatz zu den eben besprochenen Kérperdriisenzellen der Tricla- 
den ist das Endoplasmatische Reticulum bei den Rhabditenbildungszellen 
viel schwiicher entwickelt. Es bildet kein hochgeordnetes Ergastoplasma, son- 
dern es sind nur wenige kurze Lamellen im meiosomenreichen Plasma ein- 
gelagert. Die Rhabditen erfiillen fast die ganze Zelle; sie werden nur von 
einem schmalen Plasmasaum eingehiillt; der Kern sitzt seitlich in einer 
Plasmakalotte auf. 

Pedersen (1959a) hat eine elektronenmikroskopische Beschreibung 
der Sekretkérner von Planaria vitta gegeben. 


Protonephridien 


Bei den Protonephridien sind mehrere Abschnitte zu unterscheiden: die 
Hautexkretionskanale; davon aufsteigend und an der Dorsalseite miindend 
die ausfiihrenden Kaniale (nur bei Planaria gonocephala verlaufen auch 
ventrale Exkretionskanale, von denen aus absteigende ausfiihrende Kanile 
zu Exkretionsporen an der Ventralseite fiihren); und Endstiicke, die von 
den Hauptexkretionskanalen aus zur Kérpermitte hin verlaufen, zuletzt 
knauelartig aufgewunden und mehrere Terminalzellen mit Wimpernflammen 


tragend. Gemeinsam ist diesen drei Abschnitten die Ausbildung der Wim- 
pern und deren Verwurzelung sowie die interzellulare Lage des Exkretions- 


kanales. 
Die Mitochondrien sind iiberall gleich gebaut und weisen eine mittlere 
Zahl an Einstiilpungen auf; diese sind in Form von Tubuli mitochondriales 





Abb. 29. Dictyosom einer Spermatocyte. Golgi-Blaschen (Gv) und Golgi-Membranen 

(Gm) sind gut erhalten. Die Membranen des Endoplasmatischen Reticulum (Er) 

schlieBen nur einen schmalen Spaltraum ein. Meiosomen sind zerstért. Planaria 

torva 1% KMnO, und anschlieBend 4% Formaldehyd bei pH 7.4 fixiert. VergréBe- 
rung 42.000: 1. 


Abb. 30. Korn der eosinophilen Granula von Planaria alpina, Mit unterteilter Quer- 
streifung (Qe) und mehreren einhiillenden Membranen. Mit 1% OsO, bei pH 7.0 
fixiert. VergréBerung 60.000 : 1. 

Abb. 31. Korn der eosinophilen Granula von Planaria torva. Einfache Querperiodi- 
zitét (Qe) und feinere Langsperiodizitét (Le). Fixiert mit 1% OsO, bei pH 7,35. 
VergréRerung 64.000 : 1. 

Abb. 32. Ausschnitt aus dem Parenchym. Die bei schwachen Vergréferungen er- 
kenntlichen elektronendichten Maschen erweisen sich als schrag geschnittene Zell- 
membranen (Zm). Die elektronenlichten Liicken enthalten Mitochondrien und spir- 
liche Anschnitte des Endoplasmatischen Reticulum, sind also protoplasmatischer 
Natur. Plasma von unregelmaBigen Blaschen (Bp) mittlerer Elektronendichte erfiillt. 
Planaria torva mit 1% OsO, bei pH 7.42 fixiert. Vergréferung 21.000 : 1. 
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ausgebildet. Die Bilder von Dictyosom und Zellkern zeigen keine Besonder- 
heiten. Alle Zellen des Exkretionssystemes sind durch eine deutliche Zell- 
membran begrenzt. 
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Abb. 29 bis 52. 


Das Plasma der Endstiickzellen ist in zwei Abschnitte gegliedert. Der 
basale Teil wird durch eine reiche Entwicklung des Endoplasmatischen Reti- 
culum gekennzeichnet, das in Form von glattwandigen Falten von der Zell- 
membran in das Zellinnere hineinragt. In den so gebildeten Fachern liegen 

9* 
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langgestreckte Mitochondrien. Gegen das Lumen des Exkretionskanales zu 
wird das Protoplasma elektronendichter. Das Endoplasmatische Reticulum 
ist in Form kleiner Blaschen ausgebildet, die wahrscheinlich zum Lumen 
wandern. 

Zwischen den Wimpern der Terminalflamme finden sich besonders lange 
Protoplasmaausstiilpungen; es scheint méglich, daf diesen Protoplasmaaus- 
laufern eine exkretorische Funktion zukommt. Den Zellen der ausfiihrenden 
Kaniale fehlen die erwahnten Falten des Endoplasmatischen Reticulum; 
dieses ist hier in Form glattwandiger Blaschen und Schlauche ausgebildet. 
Das Plasma enthalt zahlreiche freie Meiosomen. Die Wimpernflammen 
ahneln denen der Terminalzellen, jedoch fehlen die Protoplasmaausliufer. 
Bei den ausfiihrenden Gangen wird die Wand durch zwei Zellen gebildet, 
die sich gegenseitig verzahnen. 


Amoéboide Darmzellen 


Die améboiden Darmzellen sind einerseits leicht an ihrer Lage, ander- 
seits an ihren charakteristischen vielgestaltigen Vakuolen kenntlich. Sie zei- 
gen gut ausgebildete Zellmembranen und verzahnen sich gegenseitig weithin. 
Das Endoplasmatische Reticulum ist nur zu einem geringen Teil in Form 
von rauhwandigen, zum gréBeren Teil als glattwandige Blaschen und 
Schlauche ausgebildet. 

Einige dieser Blaschen besitzen sehr deutliche dunkle Binnenkérper. Die 
zahlreichen Meiosomen liegen frei in der extrazisternalen Phase, zu kleinen 
Gruppen gehauft. Die zahlreich vorhandenen Mitochondrien sind kurze 
Stabchen mit reichlich entwickelten Tubuli mitochondriales. 

Eine Fiille verschiedener Vakuolen tritt in den améboiden Darmzellen 
auf. Auf eine taxative Aufzahlung sei in diesem Zusammenhang verzichtet. 
Zur Illustration wird nur auf die Abbildungen 19 und 35 verwiesen. 


Minotsche Koérnerkolben 


Zwischen den amoéboiden Darmzellen eingestreut finden sich Min ot sche 
Kérnerkolben, kenntlich an ihren groBen, nach Osmium-F ixierung elektronen- 





Abb. 33. Ausschnitt aus einem Protonephridium mit Querschnitt durch eine Wimper- 
flamme. Man erkennt den bei den Cilien (Ci) iiblichen Feinbau. Gefiederter Pfeil 
weist auf Endstiicke der Cilien hin, die nunmehr einfache Randfilamente besitzen. 
Der Protonephridial-Kanal wird durch zwei Zellen gebildet, die Zellgrenzen (Zm) 
verlaufen ziemlich glatt. Auferhalb Parenchym (Pa) mit Mitochondrien (MM), 
Muskelfaser (Mfd) und einer Dotterstockzelle mit Ergastoplasma und Dictyosom 
(Gk). Die helle Stelle in der Dotterstockzelle ist ein Fehler des Tragerfilms (Ff). 
Planaria alpina, fixiert bei pH 7.0. Vergréferung 21.000: 1. 
Abb. 34. Ausschnitt aus einem Protonephridium (Endkniuel). Man erkennt deutlich 
die interzellulare Lage des Lumens (Lp). Der Kanal wird aus zwei Zellreihen ge- 
bildet. Gegen das Lumen zu ist die Zellgrenze in einer SchluBleiste differenziert. Das 
Endoplasmatische Reticulum ist in Form zahlreicher Einstiilpungen, die faltenférmig 
von der Basis der Zelle aus einspringen, ausgebildet. Am Ende werden kleine 
Blaschen (b) abgeschniirt, die bis zum Rand der Zelle auftreten kénnen. Planaria 
gonocephala fixiert mit 1% OsO, bei pH 7,35. VergréBerung 11.000 : 1. 








Elektronenmikroskopische Studien iiber die Feinstruktur der Tricladen 133 





Abb. 33 und 34. 
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dichten Sekretkérnern. [hr Endoplasmatisches Reticulum ist als Ergasto- 
plasma ausgebildet. Seine Zisternen verlaufen parallel zu den Zellgrenzen 
und der Oberflache der Sekretkérner. Es finden sich zahlreiche Anastomosen. 
Die Meiosomen sind alle der Membran des Endoplasmatischen Reticulum 
angelagert. Mitochondrien sind nur sparlich vertreten. 


Neoblasten 

Im elektronenmikroskopischen Bild sind die Neoblasten leicht an ihrem 
schmalen Plasmasaum, der reichlich Meiosomen und nur wenige kurze, rauh- 
wandige Profile des Endoplasmatischen Reticulum enthalt, sowie an einem 
groBen elliptischen Zellkern zu erkennen. Ihre Mitochondrien sind sehr klein 
und haben nur wenige Einstiilpungen. Die Zelle erscheint im Bild doppelt 
konturiert. 

Von Pedersen (1959 b) liegt eine ausfiihrliche Studie der Feinstruktur 
der Neoblasten vor. 


Spermiogenese 


In den Hodenfollikeln der Tricladen finden sich wahrend der Fort- 
pflanzungszeit alle Stadien der Spermiogenese, von der Wandzelle 
(Ursprungszellen der Spermatozyten) bis zu den reifen Spermien. Dennoch 
war es mir noch nicht méglich, die Wandlungen der Feinstruktur wahrend 
dieses Prozesses im Zusammenhang aufzuklaren. Es sollen aber die bisher 
erfaBten Stadien kurz skizziert werden. 

Am auffallerdsten ist der Wandel des Bildes des Zellkernes. In den 


Wandzellen gleicht der Zellkern durchaus dem der Koérperzellen. Er weist 
eine doppelte Kernmembran mit Poren auf, im Innern finden sich wirr 
angeordnet kurze Stabchen und Granula ohne vorerst deutbare Struktur und 
deutbaren Zusammenhang. Im Schnittbild von Spermatiden und _ reifen 
Spermien finden sich jedoch nur elektronendichte Faden einer Gréenord- 
nung (Durchmesser etwa 180 A). Bei den reifen Spermien zeigt das Bild des 


Abb. 35. Ausschnitte aus améboiden Darmzellen. Diese sind charakterisiert durch 
sehr vielgestaltige Vakuolen (Va), deren Gréfe stark schwankt und die sehr unter- 
schiedlichen Inhalt besitzen, durch stabférmige Mitochcndrien mit reichlichen Ein- 
stiilpungen und durch zahlreiche Bliaschen (B), die zum Teil einen elektronendichten 
Binnenkoérper besitzen. Diese Blaschen sind regellos im Plasma verstreut. Man er- 
kennt viele freie Meiosomen und manchmal Golgi-Membranen. Die Zellmem- 
branen sind miteinander verzahnt. Dendrocoelum lacteum mit 1% OsO, bei pH 7.2 
fixiert. VergréRerung 21.000 : 1. 
Abb. 36. Querschnitt durch Cilien einer Wimperflamme des Protonephridium. 
Planaria alpina mit 1% OsO, bei pH 7.0 fixiert. VergréBerung 120.000 : 1. 


Abb. 37 und 38. Ausschnitt aus einem Minotschen Kérnerkolben. Man erkennt deut- 

iich die von einer Membran begrenzten und aus konzentrisch geschichteten Lamellen 

aufgebauten Sekretkérner (Gmk). In den Zwickeln Ergastoplasma, das sehr reich 

an Meiosomen (Me) ist. Mitochondrien sind sehr selten und auf keimer der beiden 

Abbildungen vertreten. Dendrocoelum lacteum mit 1% OsO, bei pH 7.2 fixiert. 
VergréRerung 21.000 : 1. 
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Abb. 35 bis 37. 
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Kernes im Querschnitt eine labyrinthartige Figur, im Langsschnitt etwa 
parallel gerichtete, kurze Faden. In den kugeligen Kernen der Spermatiden 
ist die Ordnung der ..Faden“ noch nicht so weit fortgeschritten. Man findet 
bei beliebiger Schnittlage gleiche Bilder, namlich im gesamten wirr, im klei- 
nen Bereich parallel ausgerichtete, kiirzere und langere Faden. Die doppelte 
Kernmembran fehlt beiden Stadien und die Begrenzung gegeniiber dem 
Plasma ist nur durch die Verdichtung dieser Fiiden gegeben. 

Die anfanglich locker im Protoplasma verteilten Mitochondrien ordnen 
sich in den Spermatozyten kugelschalenférmig um den Kern an. Die Mito- 
chondrien sind kurze Stabchen mit wenigen, schlauchférmigen Einstiilpun- 
gen. Dieser Schale aus Mitochondrien liegt nach auBen zu das Dictyosom an. 
Es besteht aus mehreren Doppelmembranen, die streng parallel gelagert 
sind und nicht nur randlich, sondern auch in der Mitte zu kleinen Blaschen 
zerfallen. GroBe Vakuolen finden sich nicht. In den reifen Spermien, die 
auffallend diinne Képfe besitzen, konnten vorerst keine Mitochondrien und 
Abkémmlinge des Dictyosom nachgewiesen werden. 

Unier der Zellmembran spater Spermatiden und der Spermien liegen 
schlauchférmige Filamente, deren Durchmesser gleich dem der Cilienfila- 
mente ist. Sie liegen in Form einer steilen Spirale unmittelbar unter der 
Zellwand. Als erstes Anzeichen der beginnenden Umhiillung mit Filamenten 
findet man in den Spermatiden, einseitig der Zellwand anliegend, 18 Fila- 
mente. Dies laBt vermuten, daf sie durch Aufspaltung der neun auferen 
Filamentpaare der Geifel entstehen. In spateren Stadien kann man an den 
Schnittfiguren stets mehr als 18 Filamente auszahlen. 

Die meisten GeiBeln zeigen einen andersartigen Bau des Innenteiles (der 
schon besprochen wurde) als die Wimpern des Epithels und der exkretori- 
schen Giinge. Es finden sich jedoch vereinzelt Schnittfiguren, die ein doppel- 
tes Zeniralfilament erkennen lassen. In welchem Zusammenhang diese Form 
mit den Geifeln der reifen Spermatiden steht, muf erst geklart werden. 

Das Plasma der Spermatozyten und der Spermatiden ist reich an Meio- 
somen. Sie sind zum Grofteil frei im Plasma gelegen, ein Teil ist an den 
Membranen des Endoplasmatischen Reticulum angelagert. Zwischen den 


Abb. 39. Ausschnitt aus einem Hodenfollikel (Wbersichtsbild). Man erkennt grofe 
randstandige Spermatogonien (Stammzellen), vereinzelte Spermatozyten (Sc) und 
zahlreiche Spermatiden (Sf), ferner Querschnitte durch reife Spermien (Spn) im 
Bereich des Kopfes und des Schwanzes (Ss). Planaria gonocephala mit 1% OsO, 
fixiert bei pH 7.32. VergréBerung 2100: 1. 
Abb. 40. Schnitt durch eine Gruppe von Spermatiden. An den Kern legt sich eine 
Kappe von Mitochondrien (M). Das Bild des Kernes ist gegeniiber dem normalen 
Interphasekern stark gewandelt. Unter der Zellmembran scheinen bei einer Sperma- 
tide schon Randfilamente (Rf) auf. Dendrocoelum lacteum mit 1% OsO, bei pH 7.2 
fixiert. VergréBerung 42.000 : 1. 


Abb. 41. Querschnitt durch Spermienschwanz. Statt des zentralen Filamentpaares 

ein neuneckiges Prisma mit zentralem Achsenfaden. Von den Randfilamenten ziehen 

Verbindungsfaiden zu den Kanten des Prisma. Dendrocoelum lacteum mit 1% 
OsO, bei pH 7.2 fixiert. VergréBerung 120.000 : 1. 
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Abb. 39 bis 41. 
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sich entwickelnden Spermatozyten und Spermatiden finden sich plasmatische 
Bereiche, die keiner bestimmten Zelle zugeschrieben werden kénnen. Sie 
enthalten reichlich Geif&eln und gehen wahrscheinlich zugrunde. Méglicher- 
weise haben sie auch eine trophische Aufgabe gegeniiber den reifen 
Spermien. 

Dotterstockzellen 


Die Dotterstockzellen weisen eine zentrale, elektronenlichte Sekret- 
anhaufung mit randlichem Ergastoplasma auf. Die Zisternen des rauhen 
Endoplasmatischen Reticulum 
zeigen einige Anastomosen 
und verlaufen ungefihr par- 
allel zu den Zellmembranen. 
Die Zellen haben oft polygo- 
nalen Umrif, in den Zwickeln 
liegen die Ergastoplasmala- 
mellen. 


Die Mitochondrien — sind 
Abb. 42. Schema der Feinstruktur der Geifel klein und spirlich vertreten. 
der Spermien. An Stelle des iiblichen, zentralen Die intrazisternale Phase ist 
Filamentpaares ist ein neuneckiges Prisma  elektronenlicher als die extra- 
vorhanden, auf dessen Kanten die Knétchen jzisternale. Die Dictvosomen 
der Verbindungsfaden aufsitzen. Daneben , 
zwei Parallelprojektionen des Prismas mit 
Anordnung der Knétchen, auf der Vorderseite 
als dunkle Kreise, auf der Riickseite als helle 
Kreise gezeichnet. Die Pfeile zeigen die Pro- 

jektionsrichtung an. 


liegen zwischen zwei Zisternen 
des Endoplasmatischen Reti- 
culum und ihre Membranen 
sind etwa senkrecht zu den 
Zisternen orientiert. 


Abb. 43. Ausschnitt aus einem Hodenfollikel. Gruppe von Spermienschwanzen in 
extrazellularem Plasma, umgeben von Spermatiden. Das neuneckige Zentralprisma 
ist gut zu erkennen. Derselbe Schnitt wie Abb. 40. Vergréferung 42.000 : 1. 
Abb, 44. Dictyosom aus einer Spermatide. SchlieBt an Abb. 40 an. Die Golgi-Mem- 
branen (Gm) sind streng parallel ausgerichtet und zerfallen nicht nur randstandig, 
sondern auch im Innern in kleine Blaschen (Go). Plasma meiosomenreich, Ver- 
gréRerung 42.000 : 1. 

Abb. 45. Ausschnitt aus einem Hodenfollikel. An Abb. 43 anschlieBend. Spermatide 
mit deutlicher Zellmembran (Zm), die sich einstiilpt und mit einer Blaschenreihe in 
Verbindung steht. AuBerhalb extrazellulares Plasma mit gut erhaltener Feinstruk- 
tur. Es sind noch Golgi-Membranen (Gm) und Mitochondrien nachweisbar. Ver- 
groBerung 42.000: 1. 


Abb. 46. Ausschnitt aus einem Hodenfollikel von Planaria alpina. AuBenmembran 

der Spermien zerstért. Die Filamente und das zentrale Prisma gut erhalten. Schwache 

Formol-Fixierung bei pH 7.2, Schnitt mit Phosphorwolframsaure kontrastiert. 
VergréRerung 65.000 : 1. 


Abb. 47. Langsschnitt durch Spermiengeifel. Am zentralen Prisma erkennt man die 
spiralige Anordnung der Verbindungsknétchen. Derselbe Schnitt wie Abb, 46. Ver- 
gréBerung 65.000 : 1. 
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Abb. 49. Maftstabgetreues Schema durch die 4uferen Kérperpartien einer Triclade. 
Lage der verschiedenen Zellen auf Kosten des Parenchyms zusammengedrangt. 
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Parenchym 


Das Parenchym der Tricladen erstreckt sich als Zwischengewebe von der 
Basis der Darmzellen bis zur Basalmembran und dringt in alle Liickenraume, 
die von den iibrigen Zellen freigelassen werden, ein. Es kann nicht durch 
eine spezifische Farbung differenziert, sondern nur durch Ausschluf der 
anderen Zellen gefunden werden. 

Mustert man die Zwischenraume zwischen den Zellen im elektronen- 
mikroskopischen Bild, so findet man in breiteren Liickenraiumen ein Netz- 
werk elektronendichter Maschen und etwas elektronenlichterer Liicken. 
Sowohl in den Maschen als auch in den Liicken finden sich Mitochondrien 
eingelagert und dieses Netzwerk umschlieRt soweit als méglich alle anderen 
Zellen. Da sowohl die Maschen als auch die Liicken Mitochondrien besitzen, 
sind beide Gebiete protoplasmatischer Natur und gehéren der extrazister- 
nalen Phase an. Die elektronendichteren Maschen gehen direkt in das Proto- 
plasma der Kérpermuskulatur iiber, ohne daf sich dazwischen Zellgrenzen 
finden. Alle anderen Zellarten sind dagegen von diesem Parenchym durch 
wohl definierte Zellmembranen abgegrenzt. 

Bei giinstigen Schnittlagen kann man erkennen, daff die Maschen an 
Membranen verdichtetes, randlichhes Protoplasma darstellen. 
Die normale Protoplasmastruktur findet sich in den Liicken kaum. Die 
Mitochondrien haben die bereits bekannte Gestalt. Das Plasma selbst jedoch 
ist arm an granuliren Partikeln und das Endoplasmatische Reticulum fehlt 
fast véllig; dagegen finden sich kleine, verschhwommen sichtbare Blaschen 
und vereinzelt auch Filamente. Die Raume des Parenchyms sind im Haut- 
muskelschlauch reichlich, im K6rperinnern dagegen sparlich mit Mitochon- 
drien versehen. Diese Partien sind stets kernfrei. Es finden sich Abschnitte, 
in denen Kerne und umgebendes Protoplasma, das nur wenige Meiosomen 
und Profile des Endoplasmatischen Reticulum ohne auffallige Bildungen 
enthalt, in das Parenchym eingebettet sind. Untersuchungen miissen kliaren, 
ob Maschen und Liicken Auslaufer dieser kernhaltigen Partien sind, oder 
ob es sich um Arbeitsstadien von Driisenzellen handelt. Will man nicht an- 
nehmen, daft es sich bei dem Parenchym um eine kernfreie Protoplasma- 
masse handelt — und dafiir liegt vorerst kein stichhaltiger Grund vor —, so 
muB man die beschriebenen Raume als Zellteile und nicht als Interzellular- 
substanz werten. 








Abb. 50. Wie Abb. 49. aber anschlieBende, tieferliegende Kérperregion. B = Blaschen 
des Endoplasmatischen Reticulum in den améboiden Darmzellen, Bb = Blaschen 
mit Binnenkérper, b = Blaschen der Protonephridien, Ci = Cilie, Dsz = Dotterstock- 
zelle, Ef = Elementarfilamente der Muskulatur, Er = Endoplasmatisches Reticulum, 
Ez = Extrazisternale Phase, Ge = eosinophile Granula, Gk = Dictyosom, Gmk = 
Granula der Minotschen Koérnerkolben, Jz = intrazisternale Phase, M = Mitochon- 
drium, Mb = Membran der Basalmembran, Me = Meiosomen, Mfd = dorsoventral 
verlaufende Muskelfaser, N = Zellkern, Pa = Parenchym, Pi = Pigment, Pn = Proto- 
nephridien, Sf = ..Stiitzfibrillen* der Muskelfasern, Sg = Spermatogonien, Spn = 
Spermien, Ss = Querschnitt durch Spermienschwinze, St = Spermatiden, Tc = 
Tunica propria, Va = Vakuolen, Wfov = vertikale Wurzelfasern. Zm = Zellmembran. 








144 J. Klima 


Nach dem elektronenmikroskopischen Bild liegt Zelle dicht an Zelle und 
es findet sich aufer der Basalmembran kaum Interzellularsubstanz. Die 
protoplasmatische Verbindung der Parenchymzelle und der Muskelfaser 
wurde schon erwahnt. Ob auch protoplasmatische Kontinuitat verschiedener 
Parenchymzellen untereinander besteht, kann derzeit noch nicht mit Sicher- 
heit bejaht werden, erscheint aber sehr wahrscheinlich. 


Diskussion 


Schon in meiner ersten Arbeit (K lima 1959) wurde versucht, die Litera- 
tur, die den Einflu® einiger variabler Faktoren des Fixierungsmediums be- 
ireffen, zu besprechen. Seither sind kaum neue Arbeiten dazugekommen. 
Eine Studie von Giesbrecht (1959) zeigt den Einflu® verschiedener Salz- 
lésungen auf das Fixierungsbild der Kernaquivalente bei Bakterien. Diese 
Arbeit sei in diesem Zusammenhang nur darum erwahnt, weil sie zeigt, daB 
auch nach Abschluf der Fixierung noch weitgehende Anderungen der Fein- 
struktur gewisser Zellkomponenten in waBrigen Medien méglich sind. Von 
Campiche (1960) liegt eine vergleichende Studie der Osmiumtetroxyd- 
und Kaliumpermanganat-Fixierung bei den Alveolar-Zellen der Sauger- 
lunge vor, die zeigt, daf die lamellaren Kérper je nach angewandtem 
Fixierungsmittel sehr unterschiedliche Gestalt aufweisen. 

Da im vorliegenden Material die Mitochondrien bei Kaliumpermanganat- 
fixierten gegeniiber den mit Osmiumtetroxyd fixierten Praparaten starke 
Unterschiede in Besatz und Ausbildung ihrer Einstiilpungen aufweisen, ist 
es bedauerlich, daB Cam piche darauf nicht naher eingeht, obwohl die 
zwei veréffentlichten Photographien zur Gestalt der Mitochondrien solche 
Unterschiede auch bei seinem Material wahrscheinlich machen. M ol le n- 
hauer (1959) studierte unterschiedliche Fixierungen mit Kaliumperman- 
ganat an Pflanzenzellen. Er wandte ebenfalls verschieden stark saure Puffer 
an, ohne aber ihren Einflu® naher in der Arbeit zu beschreiben. Vermutlich 
war dieser gering, was in guter Ubereinstimmung steht mit den Resultaten 
dieser vorliegenden Arbeit. Mollenhauer betont die bessere Erhaltung 
der Membranstrukturen nach Kaliumpermanganat-Fixierung gegeniiber 
Osmiumtetroxyd-Fixierung, geht aber nicht auf die Frage ein, ob die Kon- 
figuration dieser Gebilde sich von der nach Osmiumtetroxyd-Fixierung star- 
ker unterscheidet. Auf Grund des Materiales der vorliegenden Arbeit mu 
diese Frage zumindest fiir die Tricladen bejaht werden. Dies besagt aber 
nicht, da® die Kaliumpermanganat-Fixierung keine guten Aquivalentbilder 
liefert: sie ist fiir die vergleichende Untersuchung des Formwechsels des 
Endoplasmatischen Reticulum, wie die Arbeit von Porterund Machado 
(1960) bei Wurzelmeristemzellen von Zea mays zeigt, vorziiglich geeignet. 


Der EinfluB des pH-Wertes konnie nur fiir die Osmiumtetroxyd-Fixie- 
rung gesichert werden. Die Nachbehandlung mit Kaliumpermanganat zeigt 
die gleichen Fixierungsbilder wie reine Kaliumpermanganat-Fixierung oder 
Kaliumpermanganat-Fixierung mit nachfolgender  Stabilisierung in 
Osmiumtetroxyd oder Formol gegeniiber Schaden durch Einbettung in 
Methacrylat. Dies deutet darauf hin, da die Kaliumpermanganat-Fixierung 
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fiir zahlreiche Zellstrukturen keine so lebensahnliche Erhaltung bewirkt wie 
Osmiumtetroxyd-Fixierung. Wiirde Kaliumpermanganat den Zustand der 
Zelle, wie er im Augenblick der Fixierung vorliegt, besser erhalten als 
Osmiumtetroxyd, so ware es nicht leicht verstindlich, wieso nach voraus- 
gehender Osmiumtetroxyd- oder Formol-Fixierung Kaliumpermanganat 
die gleichen Fixierungsbilder zeigen kann, wie Kaliumpermanganat allein. 
Zeigt aber Kaliumpermanganat eine stiirker denaturierende Wirkung sowohl 
auf den Inhalt der intrazisternalen wie auch der extrazisternalen Phase 
und nur eine gute Konservierung der Membranen selbst, so kann das ge- 
schilderte Verhalten leicht erklart werden, da sich diese denaturierende Wir- 
kung auch gegeniiber dem bereits Formol- oder Osmiumietroxyd-fixierten 
Material, das ja noch weitgehend native Eigenschaften hat, zu entfalien 
vermag und dann die gleichen Bilder erzeugt. 

In der Literatur liegen bisher wenige Untersuchungen vor, die verschie- 
denartige Zelltypen des gleichen Organismus auf ihr Verhalten gegeniiber 
verschiedenen Fixierungsbedingungen besprechen. Am ehesten trifft dies 
noch fiir die weife Maus zu, die auch ein Standardobjekt fiir elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen ist. Bei den Tricladen liegt der giinstige 
Fall vor, daB dieses Bléckchen verschiedenartigste Zellen enthalt. 

Auer der Einférmigkeit der Strukturen der Zelle zeigt sich auch eine 
Einférmigkeit ihrer Veranderungen in Abhangigkeit von den Fixierungs- 
bedingungen. Es scheint nur quantitative Abwandlungen zu geben und das 
Ausmaf der méglichen Anderung der Zellkomponenten scheint nach den 
bisherigen Ergebnissen bei Pflanzenzellen und Zellen der Wirbellosen gréer 
als bei Zellen von Wirbeltieren. Dies mag darauf beruhen, daf die gleich- 
bleibenden Umweltbedingungen der Saugerzellen zu einem starreren Ban 
beitragen, wahrend bei den Wirbellosen die Zellen, deren Milieu viel ver- 
anderlicher ist, méglicherweise durch Wandlungen der Zellkomponenten die- 
sen Milieubedingungen begegnen. 

Es sei gleich zu Beginn hervorgehoben, daft sich die Feinstrukturen der 
Tricladen gut in das bisherige Bild von den Feinstrukturen der Zelle einfiigt 
und daf sich auch die funktionellen Zusammenhinge, die bisher erarbeitet 
wurden, bei den Tricladen wiederfinden. Es sei hier auf die ausgezeichnete 
Zusammenfassung von Miller aus dem Jahre 1958 verwiesen. Das Endo- 
plasmatische Reticulum wurde 1945 von Porter, Claudeund Fullam 
beschrieben. 1954 wurde es von Palade und Porter als ein die ganze 
Zelle durchsetzendes Raumnetz von verschieden gestalteten Hohlraumen, die 
von einer diinnen Membran allseits umschlossen sind und hiaufig einen 
homogenen Inhalt haben, erkannt. Dabei kann die Ausbildung des Endo- 
plasmatischen Reticulum der einzelnen Zellen groBe Unterschiede aufweisen. 
Bei den Tricladen findet sich das Endoplasmatische Reticulum in allen Ze!- 
len und es zeigen sich auch die funktionellen Abhangigkeiten, die fiir 
Wirbeltiere und Insekten gelten. 

In der Form des Ergastoplasma kommt es bei den Wirbeltieren vor allem 
synthetisch wirksamen Zellen zu und wurde bisher bei folgenden Zellsorten 
beschrieben: Exokrine Pankreaszellen (Sj6strand und Hanzon 1954), 
Plasmazellen (Braunsteiner, Fellinger und Pakesch 1953a, 
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1957; Wellensiek 1957; Stéckenius 1957), Parotis (Gautier und 
Diomede-Fresa 1953; Palade und Porter 1954), Leber (Fawcett 
1955), Schilddriise (Braunsteiner, Fellinger und Pakesch 1953); 
Dempsey und Peterson 1955; Eckholm und Sjéstrand 1957), 
Prostata (Braunsteiner, Fellinger und Pakesch 1955), Osteo- 
blasten (Scott und Pease 1956; Sheldon und Robinson 1957; 
Jackson 1957), Fibroblasten (Jackson 1956; Porter und Pappas 
1959), Nervenzeilen (Palay und Palade 1955), laktierende Mamma 
(Bargmann und Mitarb. 1958; Holl mann 1959); ferner die albumin- 
sezernierenden Zellen des Ovidukt (Hendler, Dalton und Glenner 
1957) und Rous-Tumorzellen bei Végeln (Epstein 1957). 


Aber auch von Avertebraten sind ergastoplasmatische Formationen des 
Endoplasmatischen Reticulum bekannt. So in den kollateralen Driisen der 
Schabe (Mercer und Brunet 1959), in den Pharynxdriisen der Biene 
(Beams und Mitarb. 1959), in den Cnidoblasten von Hydra (Slautter- 
back und Fawcett 1959), Oocyten von Spinnen (Sotelo und Tru- 
jillo-Cen6z 1957) und bei Paramecium (Schneider 1959). 


Auch bei den Tricladen wurde das Ergastoplasma beschrieben (K lima 
1959; K lug 1960). Allen Zellsorten der Tricladen, die eine ergastoplasmati- 
sche Struktur aufweisen (eosinophile und basophile Driisenzellen, Dotter- 
stockzellen und Minotsche Koérnerkolben), muf eine lebhafie synthetisie- 
rende Tatigkeit zugeschrieben werden. 

Im Gegensatz zu dem rauhwandigen Endoplasmatischen Reticulum des 
Ergastoplasma ist das Endoplasmatische Reticulum von Zellen, die zu einem 
lebhaften Wassertransport fahig sind, durch glattwandige Einfaltungen der 
Zellmembran von der Basis aus gekennzeichnet. Bei Vertebraten sind solche 
Formen in den Tubulus-Zellen der Nieren beschrieben worden (Sjéstrand 
und Rhodin 1953; Rhodin 1954), an den Schaltstiicken (Pease 1955 c) 
und den Sammelréhrchen (Pease 1955b), in der Glandula submaxillaris 
(Pease 1956), im Epithel des Plexus chorioideus (Maxwell und Pease 
1956: Millen und Rogers 1956; Luse 1956) und im Ciliarkérper 
(Holmberg 1955; Pease 1956). Ruska und Mitarb. (1957) konnten dar- 
stellen, daB diese Falten manchmal stark erweitert sind und einen fliissig- 
keitserfiillten Hohlraum umschliefen. Bei Avertebraten sind entsprechende 
Bildungen in den Mal pig hischen Gefafen bekannt (Beams und Mit- 
arb. 1955; Meyer 1958). 

Die Protonephridien der Tricladen weisen diese Bildung ebenfalls auf 
und auch in diesem Fall ist die wassertransportierende Tatigkeit dieser Zel- 
len unbestritten. Die Erweiterung des Abstandes der Membran bei saurer 
Fixierung bildet méglicherweise einen physiologischen Vorgang nach, der 
zum Wassertransport dient. 

Bei den Muskelzellen findet sich das Endoplasmatische Reticulum in 
Form eines Netzwerkes, das die Fibrillenbiindel umspinnt und bei manchen 
Formen in die Fibrillenbiindel eindringt. Erstmals beschrieben wurde dies 
bereits 1849 von D o bie. Es wurde in seiner Bedeutung aber lange verkannt: 
erst die Arbeit von Bennet und Porter (1953) klarte die endoplasmati- 
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sche Natur dieses sarkoplasmatischen Netzes. Fiir Saugermuskeln wurde es 
von Moore und Ruska (1957) beschrieben, bei Amblystoma-Larven von 
Porter und Palade (1957). Bei Insektenmuskulatur ist das Endoplas- 
matische Reticulum ebenfalls vorhanden und wurde von Edwards und 
Mitarb. (1956 und 1958) beschrieben. Bei Locusta migratoria wurde von 
Vogell und Mitarb. (1959) die Feinstruktur verschieden arbeitender 
Muskeln untersucht und gezeigt, daf zwischen der Arbeitsfunktion und dem 
Verteilungsmuster des Endoplasmatischen Reticulum sowie der Mitochon- 
drien sehr enge Beziehungen bestehen. Fiir die glatte Muskulatur wurde das 
Endoplasmatische Reticulum in Form eines Netzwerkes, das die Elementar- 
filamente einhiillt, erstmalig bei Parascaris aufgefunden (Hinz 1959), aber 
nicht als solches erkannt. 


Bei den Tricladen konnte es ebenfalls nachgewiesen werden und es zeigt 
sich, da die Formation bei den Muskeln des Hautmuskelschlauches gegen- 
iiber denen der Kérpermuskulatur unterschiedlich ist. Uberraschend ist die 
vollig andersartige Ausbildung des Endoplasmatischen Reticulum, das die 
Elementarfibrillen umgibt, nach Kaliumpermanganat-Fixierung. Es findet 
sich namlich kein Netz mehr, sondern eine glattverlaufende, alles umhiil- 
lende Doppelmembran. In der Literatur liegen noch keine anderen Erfah- 
rungen iiber mit Kaliumpermanganat fixierte Muskulatur vor, was zum Teil 
darauf zuriickzufiihren sein diirfte, da nach Anwendung von Kalium- 
permanganat bei der bisher iiblichen Methacrylateinbettung die Anfarbung 
der Muskelfilamente mit Phosphorwolframsiaure nicht gelingt. Es kann daher 
auch nicht gesagt werden, ob dieses Verhalten des Endoplasmatischen Reti- 
culum der Muskulatur nach Kaliumpermanganat allgemein verbreitet ist. 


Entodermale Zellen wurden bisher nur bei Saéugern untersucht (W eiss 
1955; Zetterquist 1956; Clark 1959; Palay und Karlin 1959a,b). 
Trotz der sehr unterschiedlichen Arbeitsweise der verdauenden Zellen — 
Adsorption kleiner Bruchstiicke einerseits und Phagozytose anderseits — 
finden sich manche strukturelle Ahnlichkeiten, vor allem der Reichtum an 
glattwandigen Blaschen. Bei Slautterback und Fawcett (1959) fin- 
det sich eine Abbildung mittleren MaBstabes, auf der Entodermzellen von 
Hydra abgebildet sind. Sie zeigen ebenfalls einen grofen Reichtum an 
Vakuolen mit elektronendichtem Inhalt, vermutlich Lipoidtropfen. Auch die 
Verfaltung der Zellmembranen kann man auf diesem Bild erkennen. 


Von allen bisher untersuchten Mitochondrien ist bekannt, daf sie Ein- 
stiilpungen von dem inneren Blatt ihrer Doppelmembran enthalien 
(Palade 1952b). Die Form der Einstiilpungen kann dabei verschieden 
sein und ist die Grundlage fiir ihre Benennung als Cristae, Tubuli oder 
Sacculi mitochondriales. 


Die Mitochondrien der Tricladen weisen nicht alle denselben Innenbau 
auf. Den meisten Geweben kommen Mitochondrien mit Tubuli mitochondria- 
les zu; bei denen der Muskulatur finden sich jedoch vor allem Cristae, 
die zum Teil quer zur Lingsachse, zum Teil parallel zu dieser gelagert sind. 
Auch in diesem Fall zeigte sich nach Kaliumpermanganat-Fixierung ein 
recht unterschiedliches Bild aller dieser Mitochondrien gegeniiber dem nach 
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Osmium-Fixierung, ein Befund, der dringender Uberpriifung an anderen 
Materialien bedarf. Die Arbeit von Luft und Hechter (1957) hat gezeigt, 
wie labil die Struktur der Mitochondrien ist, anderseits aber auch bewiesen, 
daf diese sogar noch unter den Bedingungen des Uberlebens regeneriert 
werden kann. Die Deutung, daff das noch langsamer vordringende Kalium- 
permanganat geniigend Zeit zum Zusammenbruch der Mitochondrienstruk- 
tur laéRt, scheint deshalb nicht stichhaltig, da auch auf Osmiumtetroxyd- 
oder Formol-fixiertes Gewebe Kaliumpermanganat dieselbe Wirkung zeigt. 

In der Literatur finden sich viele Stellen, an denen Mitochondrien ver- 
schiedenster Herkunft beschrieben werden, ohne daft eine Zuordnung zu 
bestimmten Funktionsweisen bisher erzielt wurde, mit Ausnahme der Arbeit 
von Vogell und Mitarb. (1959), die sehr bezeichnende Korrelationen zwi- 
schen Mitochondriengestalt und Atemhaushalt der Muskulatur bei Locusta 
migratoria, erarbeiten konnten. 

Der lange Zeit umstrittene Golgi-Apparat wurde durch das Elektronen- 
mikroskop als allgemein verbreitete Zellorganelle erkannt, der bei Wirbe!- 
tieren, Wirbellosen, Protozoen und Pflanzen vorkommt (Dalton und 
Felix 1954, 1956; Lacy und Challice 1956; Lacy 1957; P. Sitte 
1957). Sein wesentliches Merkmal sind Doppelmembran-Stapel und kleine, 
davon abgeschniirte Blaschen. Die Golgi-Vakuolen, die durch Erweiterung 
des Abstandes zwischen den Blattern einer Doppelmembran entstehen, kom- 
men nicht als wesentliches Merkmal fiir den Golgi-Apparat in Betracht. 
denn Golgi-Apparate ohne Ausbildung dieser Vakuolen sind im Organis- 
menreich weit verbreitet; so vor allem die Dictyosomen der Avertebraten 
und Protozoen. Bei den Wirbeltieren findet sich ein Golgi-Apparat ohne 
Vakuolen in den Zellen der Gallenblase (Yamada 1955). 

Bei den Tricladen konnte in den Epithelzellen, den eosinophilen Driisen- 
zellen, den Dotterstockzellen, den Spermatiden, den Zellen der Protonephri- 
dien und Entodermzellen bisher der Golgi-Apparat nachgewiesen werden. 
In allen diesen Zellen wies er eine sehr ahnliche Ausbildung auf, unter- 
schiedlich war nur die Zahl der Doppelmembranen und ihre Ausdehnung. 
Charakteristisch war es auch, daf sich eine starke Orientierung des Golgi- 
Apparates in bezug auf andere Zellstrukturen fand. Der Golgi-Apparat 
erwies sich gegeniiber Fixierungseinfliissen besonders stabil. Die Ansicht 
von Palade (1955, 1956), da& der Golgi-Apparat ein Teil des Endoplas- 
matischen Reticulum sei, scheint unwahrscheinlich, da die intrazisternale 
Phase des Endoplasmatischen Reticulum bei saurer Fixierung im vorliegen- 
den Material quillt. Diese Quellung betraf aber nie den Golgi-Apparat 
weder seine Membranen noch die Golgi-Blaschen zeigten Gréfenschwankun- 
gen, die in Abhangigkeit von der Fixierung standen. 

Der Bau der Cilien in Form eines Paares von Zentralfilamenten und 
neun paarigen Randfilamenten ist heute fiir das gesamte Tier- und Pflanzen- 
reich gesichert (Fawcett und Porter 1954; Fawcett 1954; Barg- 
mann und Mitarb. 1955; Rhodin und Dalhamn 1956; Manton 1953, 
1955, 1959: Sedar und Porter 1956; Afzelius 1959). Dieser Bauplan 
erméglicht nur eine bilaterale Symmetrie der Wimpern, doch finden sich in 
der Literatur nur wenige Angaben iiber die Lage dieser Symmetrieebene. 
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Fawcett und Porter (1954) wiesen nach, daf die Schlagebene der 
Cilien senkrecht auf jene Flache steht, in der die gedachten Achsen beider 
Zentralfilamente liegen und die Schlagebene teilt — nicht nur auBerlich —- 
die Cilie spiegelbildlichh. Manton (1955) konnte an Querschnitten durch 
die Geifeln der Spermatozoen der Braunalge Fucus diese Ebene als 
Symmetrieebene darstellen, dank der protoplasmatischen Haare dieser 


Geifeln (Wimpergeifeln). 


Die Cilien der untersuchten Tricladen zeigen dieselbe Schlagebene; wahr- 
scheinlich gilt diese auch fiir alle anderen Gruppen. Angaben iiber verbin- 
dende Strukturen konnte ich in der Literatur nur bei Afzelius (1959) 
finden, der sie bei Seeigelspermatozoen nachwies. Er stellte sie mit Fixierung 
durch Osmiumtetroxyd (in Tetrachlorkohlenstoff gelést) dar und unterschied 
»Arme* — das sind Verbindungen der Randfilamente untereinander — und 
»Speichen* — Verbindungen der Randfilamente mit den Zentralfilamenten. 
Im vorliegenden Material konnten beide durch Phosphorwolframsaure- 
Kontrastierung nach den verschiedensten Fixierungen nachgewiesen werden. 


Uberraschend ist der andersartige Bau der Spermiengeifeln der Tricladen. 
In der Literatur findet sich nur die Angabe, daft bei Saugetierspermatozoen 
im Schwanz auferhalb der neun Randfilamente ein weiterer Ring von neun 
Filamenten besteht, die unpaarig und wesentlich gréfer als die Zentral- 
filamente und die paarigen Randfilamente sind. Bei den Tricladen ist im 
Gegensatz dazu das zentrale Filamentpaar verandert. Es wird Johnend sein, 
die Verbreitung dieser Strukturen im gesamien Tierreich zu erforschen. 


In diesem Zusammenhang sei auch auf die Wandlung der Spermatozyien 
zu Spermien naher eingegangen. In der Literatur liegen Untersuchungen an 
drei Gruppen vor, namlich an Vertebraten (vornehmlich bei Saiugern und 
Voégeln), an Heuschrecken und Schnecken. Bei den Heuschrecken konnten 
durch die Arbeiten von Gibbons und Bradfield (1957), Yasuzumi 
und Ishida (1957), Roth (1957) und Gall und Bjork (1958) fiir die 
Wandlungen des Kernbildes ein ziemlich einheitliches Schema entworfen 
werden. Anfanglich findet sich fadiges Material, das zu Lamellen zusammen- 
tritt, die vorerst im Querschnitt labyrinthartige Figuren formen, sich dann 
zu einem kristallgitterartigen Aufbau zusammensdchlieBen und zuletzt so 
dicht werden, daf feinere Einzelheiten nicht mehr erkannt werden kénnen. 
Die Zellmembran der Heuschreckenspermien scheint keine Filamentstruk- 
turen zu enthalten (Rot h 1957). Im Gegensatz zu den Heuschrecken zeigen 
die Schnecken (Rebhuhn 1957; Yasuzumi und Tanaka 1958) auch 
bei voll ausgereiften Spermien schraubige Faden im Kern. In der Zellwand 
finden sich Filamente eingelagert, deren Zahl mit 16 bis 18 angegeben wird 
(Yasuzumi und Tanaka 1958). Von der Spermiogenese bei Lumbricus 
herculeus liegt eine Studie vor (Gatenby und Dalton 1959), in der 
vornehmlich auf die Wandlungen der Mitochondrienstrukturen, des Akro- 
soms und der Zentriolen geachtet wird, jedoch weniger auf die Wandlungen 
der Kernstruktur. Bemerkenswert ist das Vorkommen einer extrazelluliren, 
ernihrenden Plasmamasse, ein Befund, der auch im vorliegenden Material 
erhoben wurde. 
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In den Wandlungen der Kernsiruktur zeigen die Tricladen groRe Ahn- 
lichkeit mit den Schnecken. Auch das Vorkommen der Filamente unterhalb 
der Zellmembran zeigt eine gewisse Ahnlichkeit mit diesen, die aber nicht 
iiberschiitzt werden darf, da auch z. B. eine so weit entfernte Organismen- 
art wie der Adlerfarn Filamente unter der Wandung der Spermatozoen 
zeigt. Die Zahl der Filamente in reifen Spermatiden der Tricladen ist 
wesentlich gréRer als 18. Die Ausbildung des Golgi-Apparates ist bei den 
Tricladen durchaus mit dem des Regenwurmes vergleichbar. 


Zum Unterschied von den bisher besprochenen Strukturen, die iiber weite 
Organismenbereiche auferst ahnlich sind, finden sich in der Muskulatur sehr 
bezeichnende strukturelle Unterschiede. Dies ist nicht nur von Organismen- 
gruppe zu Organismengruppe der Fall, sondern auch innerhalb einer Art 
— je nach Arbeitsleistung des Muskels. Fiir die glatte Muskulatur ist nach 
den bisherigen, noch sehr sparlichen Arbeiten in der Literatur mit einer be- 
sonderen Vielfalt an Strukturen zu rechnen (Shonberg 1958; Gansler 
1956; Mark 1956; Caesar, Edwards und Ruska 1957; Schlote 
1957; Bergmann 1958; Thaemert 1958, 1959; Philbott, Kahl- 
brok und Szentgyérgyi 1959; Hinz 1959). In der Ausbildung der 
Elementarfilamente kann man drei Typen unterscheiden: 


1. Eine glatte Muskelfaser mit sehr unterschiedlich dicken Elementar- 


filamenten, die dicht gelagert sind; solche finden sich vor allem bei Mollusken. 


2. Glatte Muskelzellen mit diinnen Elementarfilamenten, die in ein 


Hyaloplasma ohne strengere Anordnung derselben eingebettet sind; im 
Querschnitt sind die Filamente kaum zu erkennen. Auer den Filamenten 
treten dunkle, spindelférmige Koérperchen auf. Dieser zweite Typ findet 
sich in der glatten Muskulatur der Sauger einerseits und in den Epithel- 
muskelzellen der Hydra anderseits (Slautterback und Fawcett 
1959). 

3. Glatte Muskulatur — die sich bei Tricladen und Nemathelminthen 
findet — mit dicht gelagerten Elementarfilamenten, die verhaltnismifig 
diinn sind (etwa 120 A im Durchmesser) und umgeben von noch diinneren 
Fasern. Im Langsschnitt finden sich ebenfalls dunkle spindelférmige K6rper- 
chen. Im Querschnitt treten diese nicht auf, hingegen finden sich quer zur 
Langsachse der Fasern verlaufende Fibrillen. Diese Fibrillen wurden von 
Hinz als Stiitzelemente angesehen; eine médgliche Deutung ware auch die, 
daB es sich um Verkiirzungen der Elementarfilamente handelt, derart, daf 
ein Elementarfilament von 120 A Dicke wie ein Seil aufgedreht ist. Solange 
keine weiteren Untersuchungen vorliegen, steht dieser Muskeltyp wohl etwas 
abgesondert im natiirlichen System, obwohl gerade bei der Muskulatur ein 
Ansatz fiir eine phylogenetische Interpretation der Feinstrukturen méglich 
scheint. 

Die Strukturwandlungen des Zellkernes wurden schon im Zusammen- 
hang mit der Spermiogenese besprochen. Die Interphasekerne zeigen keiner- 
jei Besonderheiten. Einmal fand sich ein Bild, das stark an die Chromo- 
somenaufnahmen erinnerte, wie sie von Fawcett (1956) und Moses 
(1958) publiziert wurden. 
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Die Basalmembran der Tricladen wurde vor allem mit der Mesoglea der 
Cnidarien verglichen. Slautterback und Fawcett verdffentlichten 
Aufnahmen iiber die Feinstrukturen der Mesoglea; sie fanden extrem feine 
Fasern und dunkle Granula, die auch im Gastroderm und zwischen den 
Ektodermzellen auftraten. Gegeniiber Gastroderm und Ektoderm war die 
Mesoglea jeweils durch eine ununterbrochene dunkle Linie begrenzt, dic 
aber nur als Zellmembran der dariiberliegenden Zellen zu werten ist. Von 
der Feinstruktur her gesehen, zeigt sich keine groRe Ahnlichkeit zwischen 
Mesoglea und Basalmembran. Die fasrige Differenzierung der Basalmem- 
bran ist sicher intravital, wie die Doppelbrechung beweist, die T6r6k und 


Rohlich fanden. 


Die eosinophile Granula von Planaria alpina Dana zeigt nach Osmium- 
tetroxyd-Behandlung ein véllig anderes Bild als nach schwacher Formol- 
Fixierung, nach der sie in einer Form auftritt, wie sie — unabhangig von 
der Fixierung — bei den anderen bisher untersuchten Tricladen beschrie- 
ben worden ist (Pedersen 1959a; Té6r6ék und Réhlich 1959; Klug 
1960) und auch im vorliegenden Material gefunden wurde. So ware es immer- 
hin denkbar, daf die einfache Streifung der eosinophilen Granula der 
anderen untersuchten Tricladen ein Artefakt ist. Dies ware dann durch eine 
groBere Empfindlichkeit der Granula dieser Arten gegeniiber der Fixierung, 
verglichen mit der Granula von Planaria alpina zu erkliaren. Solche gestreifte 
Sekretprodukte sind in der Literatur bisher selten beschrieben worden; bei 
Myxinen (Afzelius 1957), die eosinophile Granula von Leukozyten 
(Sheldon und Zetterquist 1955; Bargmann und Knoop 1956), 
bei basophilen Myelozyten (Pease 1955 a, 1956b), die Kappa-Partikeln 
bei Paramecium (Hamilton und Gettner 1958; Dippel 1958). 


Das bewimperte Epithel der Tricladen zeichnet sich gegeniiber den ande- 
ren Zellen des Tricladenkérpers durch das Vorhandensein von Wurzelfasern, 
Protoplasmafibrillen, dem Bestehen einer Zone gréRter Mitochondriendichte 
und reichlich eingelagerter Sekretkérner aus. Damit haben sie manche 
Ahnlichkeiten mit den Cortex-Strukturen von Ciliaten einerseits und ander- 
seits mit den bewimperten Epithelien anderer Herkunft aus dem Bereich 
der Metazoen. Aus der Fiille der vorliegenden Literatur wurden nur folgende 
Arbeiten beriicksichtigt: Sedar und Porter (1955), Pitelka (1956), 
Roth (1957a, b), Ehret und Powers (1955), Manton (1953, 1955, 
1959), Randall und Jackson (1958), Rouillier und Fauré- 
Fremiet (1959), Schneider (1959). Bei Mollusken und Amphibien 
konnte sowohl ein absteigendes System von Wurzelfasern als auch ein tan- 
gentiales beschrieben werden. Bei Protozoen wurden quergesireifie Wurzel- 
fasern u. a. von Sedar und Porter beschrieben, die sie als kinetosomale 
Fibrillen bezeichneten, waihrend andere Autoren, wie z. B. Roth, bei sehr 
ahnlichen Versuchsobjekten, namlich ebenfalls Vertreter der Gattung Para- 
mecium, zwar fibrillare Strukturen, aber keine Querstreifung auffinden 
konnten. Die Arbeiten iiber Protozoen zeigen, daf die tangentialen Wurzel- 
fasern hier zumindest zwei oder mehrere Basalkérper verbinden. Sie 
entspringen randlich den Basalkérpern und laufen, zu Biindeln vereinigt, 
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entlang der Cilienreihen. Dem Basalkérper kénnen mehrere Fasern ent- 
springen (Randallund Jackson 1958). Diese Verbindung verschiedener 
Cilien untereinander durch tangentiale Wurzelfasern konnte bei Tricladen 
nicht aufgefunden und muff nach den vorliegenden Bildern praktisch aus- 
geschlossen werden. Absteigende Wurzelfasern sind wohl aus der lichtmikro- 
skopischen Literatur bei Paramecium bekannt, elektronenmikroskopisch 
aber noch nicht beschrieben. Bei Stentor polymorphus findet sich ein hoch- 
geordnetes System absteigender Wurzelfasern in den Wimpernmembra- 
nellen des Peristom. Im Gegensatz dazu zeigen die Kérperwimpern der 
Tricladen nur einzelne absteigende Wurzelfasern, die nicht zusammenhin- 
gen. Die Mitochondrienarmut der daufersten Plasmaschichten findet sich bei 
verschiedenen Protozoen. Plasmafibrillen treten im Ektoplasma von Amében 
auf. Bei den Metazoen finden sich quergestreifte Wurzelfasern im System 
‘aufwiarts bis zu den Vertebraten. Diese wurden vom bewimperten Epithel 
der Mundhoéhle des Frosches beschrieben. Die Anordnung der Wurzelfaser 
bei den Tricladen zeigt mit diesem nach den Schemata, die Fa wcett und 
Porter (1954) veréffentlicht haben, gréRere Ahnlichkeit als mit den Epi- 
thelien der Mollusken, da diese pro Wimper zwei absteigende Wurzelfasern 
haben, die sich am Ende mit einer Wurzelfaser einer benachbarten Wimper 
verbinden. 

Ein mit dem Parenchym der Tricladen vergleichbares Gewebe wurde 
bisher im Elektronenmikroskop nicht untersucht. Die lichtmikroskopischen 
Arbeiten (Jander, Jijima, Chichkof f) unterscheiden im Parenchym 
zwei Substanzen: eine protoplasmatische, die zu Bindegewebszellen formiert 
ist, und eine interzellulare Fasersubstanz. Nach den vorliegenden elektronen- 
mikroskopischen Untersuchungen scheint es sich aber dabei um eine Fehl- 
interpretation zu handeln; vermutlich entsprechen sie den in der vorliegen- 
den Arbeit als Maschen bzw. Liicken bezeichneten Formationen. Bei licht- 
histologischer Fixierung kommt noch hinzu, daf eine starke Artifizierung 
eintritt, die das Plasma stairker an den Membranen prazipitiert. Form und 
Gestaltung der Parenchymzelle wird sich erst dann kliaren lassen, wenn aus- 
fiihrliche Reihenschnittuntersuchungen durchgefiihrt worden sind. 

Es scheint mir aber angezeigt, an dieser Stelle den Begriff der Zelle, wie 
er sich nun darstellt und gegeniiber dem Syncytium abgrenzt, etwas zu 
diskutieren. Nach der klassischen Zellenlehre ist eine Zelle ein Gebilde aus 
Protoplasma, das einen Kern enthalt und gegeniiber seinen benachbarten 
Zellen deutlich abgegrenzt ist. Als Syncytium sind protoplasmatische Mas- 
sen zu betrachten, die mehrere Kerne enthalien und durch das Verschmelzen 
urspriinglicher Zellen zustande kommen, wahrend sich bei dem Plasmodium 
die Protoplasmamasse vermehrt und die Kerne teilen, ohne daf sich aber 
dazwischen Zellgrenzen ausbilden. Die syncytiale Organisation wurde fiir 
zahlreiche Gewebe angenommen und von Bauer und Hueck als ein 
grundlegendes Gestaltungsprinzip der Organismen betrachtet. Das Elek- 
tronenmikroskop hat nun gezeigt, da Syncytien in diesem Sinne kaum vor- 
kommen. Es liegen bisher nur drei Falle aus der Literatur vor: bei Hydra 
in den sich synchron differenzierenden Cnidoblasten, bei Spermatiden, die 
sich ebenfalls synchron differenzieren (Fawcett und Slautterback 
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1958) und bei glatter Muskulatur (Thaemert 1958, 1959). So scheint es 
auf den ersten Blick, als ob die Zellenlehre in ihrer alten Form glanzend 
rehabilitiert sei. Dennoch heifit es folgendes zu beachten: Wahrend man 
friiher dem Protoplasma eine einheitliche Phase zuschrieb, miissen wir dieses 
nun in zwei Phasen teilen, in eine intrazisternale und eine extrazisternale 
Phase (Miller 1958; Klima 1959; Héfler 1960). Dabei ist die intra- 
zisternale Phase kontinuierlich im ganzen Kérper des Organismus vertreten, 
da sie ja auch Anteil an den Interzellularriumen des Organismus hat, wih- 
rend die extrazisternale Phase in einzelne Portionen aufgeteilt ist. Die der 
Zellenlehre entgegentretende Totalitatslehre hat nun ein physiologisches 
Substrat gefunden: die intrazisternale Phase. Diese ist freilich unbelebt 
und rechtfertigt gut die Vorstellungen von Huzella; ja noch dariiber 
hinausgehend, da die Verbindung zwischen intrazisternaler Phase und Proto- 
plasma viel inniger ist als zwischen Interzellularriumen und Zellen, wie sie 
ihm auf Grund der Lichtmikroskopie zuganglich waren. Die verhaltnismaBig 
seltenen Falle einer protoplasmatischen Kontinuitat iiber kurze Bereiche sind 
vielleicht durch die besonderen Bediirfnisse einer streng synchronen 
Differenzierung zu erklaren. Der urspriingliche Syncytiumbegriff enthalt 
allerdings nicht nur den Gedanken einer protoplasmatischen Kontinuitit, 
oder allgemeiner gesprochen, einer Kontinuitat des belebten extranuklearen 
Materials durch den ganzen Organismus, sondern auch die Vorstellung -— 
da die Wirkung des Kernes durch die Zellgrenze beschrankt sei —, daf sich 
deshalb in den Syncytien und Plasmodien die Wirkungen 
vieler Zellkerne tiberlagern’. Es finden sich Gewebe, an denen 
es schwer oder unmdglich ist, die Zellgrenzen mit dem Lichtmikroskop nach- 
zuweisen. Hier wurde als Kriterium der syncytialen Natur die dichte und 
regellose Lagerung der Kerne angesehen, der ja bei einer echizelligen 
Organisation eine gewisse RegelmafRigkeit aufgezwungen wird. Betrachtet 
man die Verhaltnisse, wie sie das Elektronenmikroskop zeigt, so ergibt sich 
— unabhingig davon, ob im Lichtmikroskop Zellgrenzen nachgewiesen wer- 
den kénnen oder nicht —, da jede Verringerung der Kerndistanzen in 
jedem Gewebe dazu fiihren muff, da nun mehr Kerne fiir den gleichen 
Raum — durch eine kontinuierliche Phase verbunden — zur Verfiigung 
stehen als im Normalfall. Deshalb mu dann dieses Gewebe als Syncytium 
angesehen werden. 


Gegeniiber der alten Unterteilung in Zelle, Plasmodium und Syncytium 
wiirde sich wieder eine Dreiieilung ergeben, die aber einen anderen Begriffs- 
inhalt hat: 


1. Die zellige Organisation, gekennzeichnet durch geteilte, extrazisternale 
Phase, Kerne in einer zusammenhangenden intrazisternalen Phase; die 
Kernbereiche iiberlagern sich nicht. 


2. Die plasmodiale Organisation, mit einer kontinuierlichen extrazister- 


1 Herr Dozent Dr. Seilern-Aspang wies mich in Diskussionen besonders 
auf diese Auffassung des Syncytiumbegriffes hin und stellte mir liebenswiirdiger- 
weise ein bisher noch nicht veréffentlichtes Manuskript zur Verfiigung, in dem der 
Begriff des Syncytium in diesem Sinne aufgefat wird. 
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nalen Phase, einer kontinuierlichen, oft stark zuriicktretenden intrazister- 
nalen Phase und Kernen, deren Bereiche sich, wie bei der zelligen Organisa- 
tion, nicht iiberlagern, unabhangig davon, ob durch Verschmelzung oder 
durch Teilung entstanden. 

3. Eine syncytiale Organisation, eine zusammenhangende intrazisternale 
Phase, eine eventuell zusammenhiangende extrazisternale Phase und eine 
starke Vermehrung der Kerne, deren Wirkungsbereiche sich iiberlagern. 
Eine syncytiale Organisation findet sich nach dieser Definition bei Tricladen 
vornehmlich als pathologisches Phinomen. 

Zu Beginn dieser Arbeit spielte auch der Gedanke eine Rolle, ob nicht 
die Feinstruktur der Tricladen einen Beitrag zur Klarung der phylogeneti- 
schen Probleme — wie sie von Steinbéck, Remane und Hadzi auf 
der Grazer Tagung der Deutschen zoologischen Gesellschaft (1957) disku- 
iiert wurden — leisten kénnte; am SchluB der Arbeit muf diese Frage je- 
doch vorerst verneint werden. Drei Griinde sind dafiir mafgeblich: 

1. Die grofe Einfachheit der zelligen Organisation. Vom Organismus bis 
zum submikroskopischen Bau der Zelle findet sich eine kontinuierliche Ab- 
nahme der Mannigfaltigkeit der Formen. Erst wieder im amikroskopischen 
Bereich des Molekiilaufbaues findet sich eine Formenfiille, die sich mit der 
der Organismen vergleichen laBt. Die beschrankten Bausteine der submikro- 
skopischen Ordnung wiirden noch immer eine klare Phylogenie liefera 
k6nnen. 

2. Dem steht jedoch die starke Funktionsbedingtheit der submikroskopi- 
schen Strukturen entgegen. Was die bisherige Literatur so iiberzeugend zeigt. 
ist, daB gleiche Arbeitsleistungen durch gleichen submikroskopischen Auf- 
hau geleistet werden. 

3. Ein dritter Einwand ist jedoch vorerst der schwerwiegendste, namlich 
die bisher véllig ungeniigende Erforschung des Organismenreiches. 


SchluBbemerkung 

Durch die vorliegende Arbeit ist zunichst erkennbar geworden, daft 
gleiche Funktionen gleichen submikroskopischen Strukturen entsprechen, 
unabhingig von der Stellung des Organismus im natiirlichen System. Es sei 
hier an die Driisenzellen, an die Protonephridien und an die unterschied- 
liche Ausbildung der Kérper- und Hautmuskelschlauchfasern erinnert. Fer- 
ner hat sich erwiesen, daf sich ein und dieselben Organellen der verschie- 
denen Zell- und Tierarten gegeniiber den Einfliissen der Fixierung gleich- 
artig verhalien. Schlieflich muBte festgestellt werden, da® es noch ausge- 
dehnter und sehr eingehender Untersuchungen bedarf, um die Ursachen 
aufzuklaren, die bei den verschiedenen Fixierungsmethoden zu immer 
wiederkehrenden, kennzeichnenden elektronenmikroskopischen  Bildern 
fiihren. Vor allem miifte von der heute noch vielfach herrschenden Einstel- 
lung abgegangen werden, die Mangel der Praparationstechnik von einem 
asthetischen* Gesichtspunkt aus zu betrachten und zu beseitigen, ohne sic 
zu verstehen. So ermittelte Techniken liefern zwar aquivalente Bilder und 
erméglichen eine vergleichende, submikroskopische Morphologie, jedoch noch 
nicht eine solche, die physiologisch und genetisch interpretiert werden kann. 
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Zusammenfassung 


Fiinf Tricladenarten wurden nach unterschiedlichen Fixierungen (OsO,, 
Formol, KMnO, und Doppelfixierungen) in Plexiglas oder Polyester einge- 
schlossen, ultradiinn geschnitten und im Elektronenmikroskop untersucht. 
Daneben liefen vergleichende lichtmikroskopische histologische Unter- 
suchungen. 

Die wesentlichsten Ergebnisse dieser Untersuchungen sind: 

1. Bei Osmiumtetroxyd-Fixierung findet sich eine Abhingigkeit des 
Fixierungsbildes vom pH-Wert des Mediums der Fixierung, unabhingig 
von der Art des Puffers. 

2. Bei Kaliumpermanganat-Fixierung ist keine solche pH-Abhiangigkeit 
vorhanden. 

3. Bei Doppelfixierungen zeigt sich Formol als schwiichstes, Kaliumper- 
manganat als das am stirksten das Bild der Zelle beeinflussendes Fixierungs- 
mittel. 

4. Die intrazisternale Phase des Endoplasmatischen Reticulum zeigt nach 
Osmiumtetroxyd-Fixierung bei allen Zellen eine Quellung bei Fixierung in 
saurem Medium, eine Entquellung bei Fixierung in alkalischhem Medium. 

5. Bei den Tricladen fand sich, daB die Mitochondrien eine unterschied- 
liche Auspragung ihrer Einstiilpungen bei Kaliumpermanganat- gegeniiber 
Osmiumtetroxyd-Fixierung haben. 

6. Als fiir den gesamten Organismenbereich neu konnte der Bauplan der 
Spermiengeiffel erkannt werden, die statt des iiblichen zentralen Filament- 
paares ein neuneckiges Prisma mit zentralem, elektronendichtem Achsen- 
faden enthalt. 

7. Die exokrinen Driisenzellen der Tricladen weisen ein hochgeordnetes 
Ergastoplasma (eosinophile Driisenzellen, basophile Driisenzellen, Minot sche 
Koérnerkolben und Dotterstockzellen) oder zumindest reichlich Meiosomen 
mit mittlerem Besatz an nicht so hoch geordneten Lamellen des Endoplas- 
matischen Reticulum (Rhabditenbildungszellen) auf. 

8. Die Protonephridien haben basale Einstiilpungen der Zellmembran, 
eine Feinstruktur, die von wassertransportierenden Geweben in Veriebraten 
und Insekten bekannt ist. 

9. Die Spermiogenese ahnelt stark derjenigen von Gastropoden. 

10. Die Muskulatur der Tricladen weist einen von den bisher beschrie- 
benen Muskeltypen verschiedenen Bau auf. Sie ist gekennzeichnet durch 
glatte Fasern von 120 A Dicke, die parallel liegen und von diinneren Fasern 
(60 A Dicke) umgeben sind. Die Muskelfibrille wird von einem Netzwerk des 
Endoplasmatischen Reticulum eingehiillt und steht mit ihrem Sarkoplasma 
in offener Verbindung mit dem Parenchym. Die Mitochondrien sind an ein- 
zelnen Stellen zwischen den Muskelfibrillen gehauft und haben einen beson- 
ders dichten Besatz an Einstiilpungen. Abweichend von dem eben entworfe- 
nen Bau der Muskulatur des Hautmuskelschlauches sind die Muskelfasern 
gebaut, die dorsoventral durch den K6rper laufen. 


11. Im Parenchym der Tricladen fanden sich keine fibrillairen Strukturen, 
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die in gréReren Interzellularriumen liegen wiirden, sondern protoplas- 
matische Bezirke (vermutliche Zellauslaufer) liegen dicht beisammen. 

12. Die Tricladen sind nahezu rein zellig gebaute Tiere, doch finden sich 
zwischen Muskulatur und Parenchym protoplasmatische Verbindungen. Auf 
Grund der Befunde werden die Begriffe Syncytium und Plasmodium disku- 
itert. 
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]. Introduction 


It is now well recognized that many basic problems in physiology and 
related sciences find their answers in the laws that govern the movement 
of ions across membranes. Frequently ion movements are linked to meta- 
bolic processes which provide the energy for transport against electro- 
chemical gradients. This ‘is referred to as “active ion transport” [1-8]. 
In experimental studies of these processes one often wishes to measure 
rates of ion movement across membranes under conditions in which the 
membrane potential or the current in the membrane can be varied or 
controlled. In studies on nerves for example, the usage of the “voltage 
clamp” method |9—12] has made it possible to interpret quantitatively the 
time course of the action potential in terms of the Na+ and K* currents 
across the axon membrane. 

In isolated surviving frog skin active transport of Na+ (with Cl- follow- 
ing passively in the electric field) occurs in the inward direction (Fig. 1 a). 
It is believed that the Na+ transporting mechanism is located in the large 
epithelial cells of the stratum germinatioum. The complex morphology 
of frog skin is quite suggestive, however, of sodium ions becoming involved 
in several metabolic processes during their passage from the epithelial side 
to the corium side of the skin [13, 14]. This transport leads to a potential 
difference across the skin with the inside positive with respect to the out- 
side [15-18]. Potentials up to 100 mv and occasionally higher have been 
observed. Accordingly. Ussing and Zerahn [15], and later Linder- 
holm [18], have proposed an equivalent electrical circuit for frog skin 


1 Supported by Public Health Grant RG 3545. 
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consisting of a sodium battery (Fy,), a sodium resistance (Ry,), and a 
chloride resistance (R,) (Fig. 1 b). 

A situation of particular interest occurs when the potential difference 
across the skin is held at zero, that is, short-circuited. This is accom- 
plished by establishing a current in the skin such that the internal voltage 
drop due to the skin resistance is equal and opposite to the poiential 
developed by the skin. Under this condition, Ussing and Zerahn [15} 

made the important observa- 
tion that the net rate of flow 
of charge carried by the Nat 
ions in the inward direction 
is equal to the ..short-circuit 
current. Measuring the short 
circuit current, therefore, 
provides a relatively simple 
means of estimating rates of 
active Nat transport. Em- 
ploying this principle, sever- 
al investigators have studied 
the influence of a variety of 
factors on the rate of active 
ion transport |19—27| in frog 
skin. 

In the following an ap- 
paratus is described which 
automatically records the 
short-circuit current and the 

Rei potential developed by the 

Fig. 1. (a) Photomicrograph of the cross section non-shorted skin. A_ brief 
of frog skin. a = epithelium, b = corium, c = description of the apparatus 
stratum germinativum, d=mucous. gland. — has been reported elsewhere 
(b) Equivalent electrical circuit of the skin. [28]. The apparatus is par- 
(According to Ussing [15].) ticularly suited in studies 

where the exact time course 

of the effects of enzyme inhibitors and drugs on skin is of interest. This 
will be illustrated by showing the effect of fluoroacetate and of quinone 
and hydroquinone on spontaneous skin potential and short-circuit current. 


II. The Apparatus 

The apparatus consists of two principal parts: the transport cell which 
supports the membrane under study and the servo-balancing and recording 
mechanism. Figs. 2 and 3 are a schematic and a photograph, respectively. 
of the entire apparatus. 

A. The Cell 

The cell, shown in Fig. 4, was machined from a lucite rod three inches 

in diameter. Each of the essentially identical halves contains a conical 
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volume of approximately 23 cm? which holds the solution bathing the mem- 

brane. After the membrane (effective area of 7.88cm?) is securely tied 

over the lip on the left half, the cell is assembled and held together by 

means of three tie rods (not shown) which pass through the brass end 

plates. Openings are provided for filling and draining each side. The 

temperature of the bathing solutions is maintained to within +0.02°C by 
KCL AGAR ———————— 


RINGER AGAR——, 
POROUS DISC > \ 


CALOMEL 
ELECTRODES 











CURRENT ; POTENTIAL 


RECORDER RECORDER 



































SERVO 
| AMPLIFIER 





ne: 
MOTOR [: ‘ 





Fig. 2. Circuit diagram of the automatic ion transport recorder. B,. 1.3 v; B,, 15 v: 
R,, 1002; R, 1K: Rs, 5K; Ry, 100K. 


means of water from a constant temperature bath flowing through the 
water jacket. The construction of the cell from a solid piece of plastic 
eliminates any electrical or fluid leaks between the solution and the water 
jacket or to the outside. 

Fig. 4c shows a transverse cross section of the cell at A—A. Fig. 4b, 
showing details of the skin potential probe, is a longitudinal cross section 
along B—B at an angle of 60° with the vertical. The potential. probes 
(one on each side of the skin) can be positioned in the cell so that their 
tips are within one mm of the surface of the membrane and are on the 
axis of the cell. Electrical connections to the cell are made through agar 
bridges and two pairs of saturated calomel electrodes (Figs. 2 and 3). 
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The solutions are stirred by means of externally driven magnetic 
stirrers, one mounted on each side of the skin and rotated about a horizontal 
axis. They were made by embedding a small bar magnet in a piece of 
nylon. 





at 











Fig. 3. Picture of the complete ion transport recorder (front panel removed). 


B. The Servo-balancing and Recording Mechanism 

The servo-balancing mechanism automatically and continuously main- 
tains the potential difference across the membrane at zero or some pre-set 
fixed value by regulating the voltage applied across the cell. If the 
membrane potential is different from that desired. a signal appears at the 
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input of the servo amplifier causing it to activate the motor driving the 
potentiometer R,. The motor will drive in such a direction that the voltage 
applied to the cell by means of this potentiometer is adjusted to reduce 
the input signal to zero. The current associated with this condition is 
recorded in terms of the voliage drop across the precision potentiometer R,. 

By means of the circuit containing battery B,, switches SW, and SW, 
and the potential divider R,, a voltage drop other than zero can be main- 
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Fig. 4. (a) Longitudinal cross section of the transport cell. (Dotted line indicates 
position of skin.) (b) Details of a potential probe (longitudinal cross section in 
plane B—B. (c) Transverse cross section at A—A. 


tained across the skin. With switch SW, closed, this bias is applied to the 
potential recorder and thus can be set at the desired value. Both the 
current and the potential recorders are Varian G-10 strip-chart recorders?. 
A cycling switch SW, opens and closes every three minutes thereby pro- 
viding for the alternate recording of the skin potential and the current. 
If SW, is kept in the open or in the closed position (by cutting off the 
cycling motor at the appropriate time) skin potential or short circuit 
current, respectively, are recorded continuously. 

The servo amplifier, motor, and potentiometer R, are those contained 
in a Varian G-10 recorder. Alterations are made to the circuit so that an 


. 2 Varian Associates, 611 Hansen Way, Palo Alto, California. 
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external rather than an internal null is required for balance. Also, in order 
to reduce the amplitude of the oscillations inherent in such a feedback 
control system, it was necessary to decrease the gear ratio between the 
motor and the potentiometer by a factor of 40. 

With the above arrangement, tests showed that the apparatus responded 
to changes in skin potential greater than 0.25 mv and that the potential 
measurements were accurate to within 2 mv for the open circuit condition. 
When short circuited, the potential was uniform within 1 mv over the sur- 
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Fig. 5. Sample of recorded data from abdominal skin in oxygenated salt solution, 
composition: NaCl, 115 4M/ml; KCl, 104M/ml; NaHCO,, 2u4M/ml; pH = 7.5; 


Temperature 20°C. 


face of the skin. This was established through potential measurements 
between one of the fixed skin potential probes and an auxillary, movable 
Ringer-Agar probe which was introduced through the filling opening of the 
half cell of the corresponding side. 


Ill. Experiments 


1. Theequivalence ofthe uninterrupted short-circuit 
current and active Nat transport, as observed by Ussing 
and Zerahn [15], has been checked. The charge carried by the trans- 
ported Nat was determined using radioactive Na?2 and compared with the 
charge calculated from the recorded short-circuit current. In five experi- 
ments, these agreed to within 2%. It is assumed that the equivalence of 
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short circuit current and active Na* transport also holds for instantaneous 
measurements of the short circuit current, i.e., for current measurements 
at any moment during the 3 min. current cycle when alternate recordings 
of potentials and currents are taken. 

2. Normal skin. Fig. 5 shows typical potential and current records 
(employing alternate recording) for abdominal frog skin. In this experi- 
ment the instantaneous active Na+ transport decayed from 2.0 to 1.2 uEq. 
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Fig. 6. Record showing the effect of poisoning of the skin with 1 X 10-2 M Fluoro- 
g g I 8 
acetate. Composition of salt solution same as given in Fig. 5. 


Nat X hr~! X cm-? over an 18 hour period while the potential increased 
somewhat. Although from the known oxygen consumption of frog skin 
it can be calculated that the oxygen in the salt solutions in the transport 
cell is sufficient to maintain skin respiration for about 20 hours, in this 
experiment oxygen was bubbled through the solutions. In all similar 
experiments, “transients” in the potentials, as seen in Fig. 5, have been 
observed. Investigations of these polarization effects should be of interest 
since they probably are related to changes in the permeability of the skin 
for the passively moving ions (chloride). A clamping system for frog skin 
particularly suitable for following rapid changes in experimental conditions 
has recently been described by Menninger, Snelland Spangler [29]. 

3. Effect of fluoroacetate. Fig. 6 gives an example of a record 
of a skin which was poisoned with fluoroacetate, a rather specific Krebs 
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cyclemetabolic inhibitor. Here, the net rate of active Na+ trans- 
port decayed from 1.2, before poisoning, to 0.33 uwEg. Nat X hr X em-? 
one hour after addition of fluoroacetate to the salt solutions bathing the 
two sides of the skin. 

4. Effects of Redox chemicals. Quinone and hydroquinone 
were chosen as examples. As can be seen from Figs. 7 and 8, solutions of 
these chemicals were added first to the inside, later to the outside cell com- 
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Fig. 7. Effect of quinone on spontaneous potential and short-circuit current of 
frog skin and on redox poientials of the salt solutions bathing the inside and out- 
side of the skin. Quinone was dissolved in salt solution and a small volume was 
immediately added to the solution in the cell to give a final concentration of 
5 10-5M. The air was not removed from the solution in the cell. Composition 
of salt solution NaCl 90 4M/ml; KCl 104M/ml; mono- and disodium phosphate 
mixture 20“M/ml; pH = 7.0. The Figure shows the results of two experiments. 


partment. Blank Pt-wire electrodes in both cell compartments in connec- 
tion with calomel reference electrodes were used to measure changes of the 
redox-potentials of the salt solutions. From electrical potential and short- 
circuit current records (similar to those shown in Figs. 3 and 6) and several 
redox potential measurements, the graphs shown in Figs. 7 and 8 were 
drawn. It can be seen that both quinone and hydroquinone strongly chan- 
ged the electrical activity of the skin when the chemicals were added to 
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the outside compartment in which case the chemicals acted first on the skin 
epithelium. The observations on short circuit current are in agreement 
with those made earlier by Fuhrman [30]. He did not, however, report 
on changes in skin potentials. Comparing the data of Figs. 7 and 8, rela- 
tions between redox potentials and electrical activity of the skin are not 
clear. Systematic studies with several redox dyes are now under way to 
investigate this problem. 
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Fig. 8. Effect of hydroquinone on spontaneous skin potential and short-circuit 
current of frog skin and on redox potentials of the salt solutions bathing the 
inside and outside of the skin. The solutions were prepared as mentioned in Fig. 7. 


Summary 


An apparatus for the automatic recording of the bioelectric potential 
of isolated frog skin and of the “short-circuit current,” which is a measure 
of “active” Na+ transport, is described. The equivalence of the uninter- 
rupted short-circuit current and active Na* transport has been checked. 
Current and Na+ transport agreed within 2%. 

The automatic ion transport recorder is particularly suited in studies 
where the exact time course of the effects of enzyme inhibitors, drugs and 
other chemicals on skin is of interest. This is illustrated by showing the 
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effects of fluoroacetaie, quinone and hydroquinone on spontaneous skin 
potential and short-circuit current. 

Attention is called to characteristic transients in the potential records 
which are probably related to changes in skin permeability to passively 
moving chloride ions. 
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Beier, W.: Biophysik. Eine Einfiihrung in die physikalische Betrachtungs- 
weise der ny ig pronnipig und Funktionen lebender Systeme. Mit 306 Abb., 
63 Tab., 5 7S. Leipzig: VEB Georg Thieme, 1960. Leinen DM 49.80. 


Der pee hat sich der dankenswerten Miihe unterzogen, das grofe, von 
einem Einzelnen kaum mehr iibersehbare und rapide wachsende Gebiet der 
Biophysik zusammenzufassen und in einem handlichen, 500 Seiten starken 
Band darzustellen. Das Ergebnis dieses Bemiihens ist ein Buch, das man in 
die Hand eines jeden Biologen wiinschen moéchte. Es sollte in keiner Biblio- 
thek fehlen. Das Werk wird auch dem Lehrenden eine vorziigliche Hilfe 
sein und kann Anregungen zu einer Erklarung mancher Sachgebiete nach 
neuen Gesichtspunkten geben. Dadurch, daf es in einem leicht lesbaren 
Stil geschrieben ist, eignet es sich jedoch auch fiir Studenten, fiir die es eine 
sehr wiinschenswerte Erginzung der Lehrbiicher der Physiologie abgibt. 

Wenn der Untertitel auch lautet: Eine Einfiihrung in die physika- 
lische Betrachtungsweise der Eigenschaften und Funktionen lebender 
Systeme“, so ist es doch viel umfassender, allerdings dem Aufbau nach kein 
Lehrbuch. Um die ganze Fille des ausgebreiteten Stoffes auswerten zu kén- 
nen, sind erhebliche, vor allem mathematische Kenntnisse die Voraussetzung. 
Darunter hat die Lesbarkeit des Buches durchaus nicht gelitten, wenn man 
von den Abschnitten absieht, die eben die Mathematik selbst zum Inhalt 
haben. Aber: ..Der Biologe wird sich zu der Erkenntnis durchringen miissen, 
daB die Aneignung der ” Grundbegriffe des Kalkiils nicht schwieriger und 
fiir gewisse Zwecke ebenso niitzlich ist wie die der Methoden der Hamato- 
xylinfarbung oder der Arbeit mit dem Mikrospirometer* (Bertalanf fy). 

Die Problematik der Darstellung lebender Organismen unter biophysi- 
kalischen Gesichtspunkten wird vom Autor nicht iibersehen: ,,Bei einer sol- 
chen Betrachtungsweise besteht naturgemaB die Gefahr, den Lebensbegriff 
ungemein zu vereinfachen und dadurch das Wesentliche zu unterdriicken 
oder zu vernachlissigen... Wir haben nach P olan yi das Leben vielmehr 
als eine héhere Form der Materiebewegung zu betrachten, welche sich nicht 
restlos mit den heute bekannten phy sikalischen oder chemischen Bewegungs- 
formen erklaren lat.“ Zweifellos ist der Verfasser der Gefahr der Simplifi- 
zierung nicht unterlegen. 

Schon bei der Durchsicht des Inhaltsverzeichnisses wird zweierlei deut- 
lich: Einmal die grofe Stoffmenge, die untergebracht werden konnte, und 
zweitens die straffe und sehr klare G liederung, die den Verfasser als vor- 
ziiglichen Kenner der Materie aufweist. Schon ohne Benutzung des Schlag- 
wirterverzeichnisses ist an Hand des Inhaltsverzeichnisses leicht zu er- 
kennen, an welcher Stelle ein bestimmter Sachverhalt gesucht werden muB. 
Ein geraffter Blick iiber dieses Inhaltsverzeichnis mag eine Vorstellung von 
dem behandelten Stoff geben: Instrumententheorie; biologische Statistik: 

Gréfen und Einheiten; chemische Grundvorstellungen (z. B. Warmetoénung. 
Wasser, Oxydation und Reduktion, Aminosduren, Proteine, Nukleinsauren): 
Physikalische Eigenschaften der Zelle (Viskositat des Protoplasmas. spez. 
Grenzflachenenergie, Elastizitat des Protoplasmas, Zellpermeabilitat, Trans- 
port durch freie Diffusion usw.): Optische Eigenschafien des biologischen 
Materials; Thermodynamik der Lebensvorginge (Koérperwarme, Tempera- 
turregelung, Begriff der Regelung); Zellteilung; Erregbarkeit; Biophysik 
des Muskels; Biophy sik des Hérvorganges, der Blutstrémung, des Sehvor- 
ganges; Biophysik der Strahlenwirkung (ionisierende Strahlen, Strahlen- 
belastung durch Atomenergie, zellulare Radiobiologie, Strahlenwirkung bei 
Zellpopulationen, Spatschaden des Kernmaterials); Mathematische Bio- 
physik (Konzentrationsverteilung der Stoffwechselprodukte, hydrodynami- 
sche Bewegungsgleichungen, Informationstheorie, das DNS-Protein-Coding- 
Problem). 


Daran schlieBt sich auBer dem Namen und dem Sachverzeichnis noch ein 
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Tabellenanhang und ein kleines Lexikon, in dem sich der Physiker schnell 
iiber einen biologischen Begriff und der Biologe iiber eine ihm nicht gelaufige 
physikalische Definition orientieren kann. 

Aus der ganzen Anlage des Buches geht hervor, da Beier mii Sorgfali 
vorgegangen ist und bereits in der ersten Auflage an Dinge gedacht hat, 
die den Gebrauchswert erhéhen, jedoch nicht selien vergessen werden. 
Natiirlich muBten manche Wiinsche offen bleiben. So wire an eine Erweite- 
rung des Abschnittes ,,Biologische Statistik* zu denken. Wenn auch Hinweise 
auf spezielle Literatur gegeben werden, wiirde der Leser gern vom Autor 
belehrt werden, wie z. B. Versuche schon vom Ansatz her im Hinblick auf 
spatere statistische Untersuchungen geeignet angelegt werden kénnen. 
Vielleicht ware bei der Besprechung der Variabilitat von biologischen Werten 
mehr Nachdruck darauf zu legen, daB die ..natiirlichen Schwankungen* von 
Werien in der Biologie oftmals wichtige biologische Kenngréen und nicht 
Unzulanglichkeiten sind, die etwa mit der ..Unvollkommenheit von Instru- 
menten und Beobachtern“ auf einer Ebene liegen. Der Hinweis darauf. da® 
wir in der Biologie an Stelle der Normmerte besser Normbereiche seizen. 
kénnte den Abschnitt abschlieRen. 

Die Literaturangaben befriedigen durchaus und fiihren den Interessier- 
ten weiter. In den speziellen Abschnitten ist weitgehend die neueste Litera- 
tur beriicksichtigt. In den allgemeiner gehaltenen Anfangskapiteln kénnie 
manche Literaturangabe wegfallien. So ist es wohl unnétig, die Struktur- 
formel des Lezithinmolekiils durch den Hinweis auf die ..Organische Chemie 
von Hollemann-Richter* zu bekraftigen. Vielleicht kénnte auch bei der Zeit- 
schrift .Die Naturwissenschaften* die in Fetidruck geseizie 
Nummer des Hefies, die sonst der Bandnummer vorbehalien ist. wegfallen. 
SchlieBlich waren vereinzelt Abbildungen durch bessere zu ersetzen, so etwa 
Abb. 10, wo die Kurvenpunkte nicht. wie in der Bildunterschrift geforderi. 
iiber der Iniervall- oder Klassenmitie liegen. oder die etwas verungliickte 


Abb. 32. 


Alles in allem: Das Buch ist eine lobenswerte Leistung. Mége es dic 
verdiente weite Verbreitung finden. E. Kuhnke (Bonn). 


Copley, A. L., and G. Stainsby, (Ed.): Flow Properties of Blood and 
Other Biological Systems. Proceedings of an Informal Discussion con- 
vened jointly by The Faraday Society (Colloid and_ Biophysics 
Committee) and The British Society of Rheology. With a Foreword by 
G. W. Scott Blair. With 169 Figures and a Portrait, XVIII, 446 Pa- 
ges. Oxford-London-New York-Paris: Pergamon Press, 1960. 


Dieser Berichtsband iiber die in Protoplasma 52, 662f. bereits be- 
sprochene internationale Konferenz von Biorheologen in Oxford schildert 
deren genauen Verlauf an Hand der autorisierten (11 das Blut und 10 an- 
dere biologische Systeme betreffenden) rheologischen Arbeiten und der sich 
mit der Rheologie konzentrierter polymerer Lésungen befassenden ,,general 
lecture“. Da alle diese Arbeiten in meinem vorangegangenen Bericht be- 
reits erwahnt wurden, brauchen die behandelten Gegenstinde hier nicht 
mehr aufgezahlt oder gar eingehend gewiirdigt zu werden. Die anschlieRen- 
den Diskussionen sind den einzelnen Arbeiten angehangt worden. Weiter 
wird von den fesselnden Demonstrationen einer auf die Mechanik der 
biologischen Materie gerichteten Anwendung der Rheologie durch 
Weissenberg berichtet und werden neun weitere, meist apparative De- 
monstrationen erliutert. Als fiinfter Teil folgt eine knappe Erlauterung 
der vorgefiihrien sieben Filme. Im ganzen wurden von 48 Autoren 40 Bei- 
trige vorgelegt, iiber welche im vorliegenden Bande nachzulesen ist. Um 
diese Hauptteile finden sich dann in loser Gruppierung eine Ubersicht des 
Organisations-Commitiees und Verzeichnisse der Autoren, de: Inhalts, der 
Teilnehmer auf der Konferenz (nebst Adressen), der Sachgegenstande und 
der Forschernamen, sowie aufer dem Vorwort der beiden Herausgeber ein 
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solches von Scott Blair, welcher 1929 eine der Sitzungen einer damals 
von der American Society of Rheology einberufenen Konferenz in Washing- 
ton leitete und nunmehr iiber andere bio- und hamorheologische Bestrebun- 
gen seitdem und den Gegenstand der Biorheologie erzahlt (allerdings dabei 
das First International Colloquium on Rheological Problems in Biology, 
July 1950, at Lund zu erwihnen unierlassen hat). Das mit einem Bildnis 
von Jean-Léonard-Marie Poiseuille geschmiickie, in Druck und 
Ausstattung hervorragende Buch wendet sich an Physiologen, Himatologen 
und Mediziner, ebenso wie an Physiker, Chemiker, Mathematiker und 
Ingenieure, sicher aber auch an Protoplasmatiker, und kann schon wegen 
der vielen zu weiterer Forschung einladenden Anregungen nur empfohlen 
werden. Zu wiinschen bleibt, daf® die im Gang befindlichen Vorbereitungen 
zur Schaffung eines internationalen (medizinischen) Organs fiir Forschun- 
gen iiber die hier diskutierten Gegenstiinde und zur Sammlung forschend 
tatiger Biorheologen bald zu der erhofften Verwirklichung fiihren. 


Hans H. Pfeiffer (Bremen). 


Drawert, Horst, und Ingeborg Metzner-Kister: Licht- und elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen an Desmidiaceen [. Mitteilung. Zell- 
wand- und Gallertstrukturen bei einigen Arten. Planta 56, 213—228 (1961). 

Drawert, Horst, und Marianne Mix: Licht- und elektronenmikroskopi- 
sche Untersuchungen an Desmidiaceen II. Mitieilung. Hiillgallerte und 


Schleimbildung bei Micrasterias, Pleurotaenium und H yalotheca. 
Planta 56, 237—261 (1961). 


Wenn der Satz gilt, da vor allem die lichtmikroskopisch am _besien 
untersuchten Objekte fiir eine elektronenmikroskopische Betrachtung in 
Frage kommen, dann hatten die Desmidiaceen schon langst in solcher Weise 
untersucht werden miissen. Nun hat sich Drawert mit einigen Mitarbeitern 
dieser Aufgabe unterzogen und der Erfolg spricht fiir die Richtigkeit des 
oben Ausgesprochenen. 

Die Zellwand- und Gallertstrukturen der Desmidiaceen sind schon im 
neunzehnten und an der Wende zum zwanzigsten Jahrhundert in einigen 
klassischen Arbeiten von Klebs, Hauptfleisch, Schréder und besonders von 
Liitkemiiller beschrieben worden. Nun haben diese Arbeiten erst in vollem 
Sinne Frucht getragen. Besonders die Liitkemiillerschen Angaben, die wegen 
ihrer Subtilitat oft angezweifelt worden waren, konnten nun aufs Schénste 
bestatigt werden. Dariiber hinaus ergab sich vieles Neue. 

Interessant ist z. B., da die Mikrofibrillen in der Zellwand, die er- 
wartungsgemaB auch bei den Desmidiaceen nachgewiesen wurden, viel 
starker maskiert sind als bei den héheren Pflanzen. Bei diesen liegen in der 
Sekundiarwand die Mikrofibrillen frei, in der Primirwand sind sie in eine 
amorphe ..Matrix~ eingebettet. die aber ziemlich leicht (etwa durch Erhitzen 
mit verdiinnter Lauge) entfernt werden kann. Bei Micrasterias jedoch muBie 
Drawert die Zellwinde 16 Stunden lang mit 30% Chromsaure behandeln, 
um die Mikrofibrillen freizulegen. Wichtig, aber noch unbeantwortet, ist die 
Frage nach der chemischen Natur der Stoffe, in die die Mikrofibrillen hier 
eingebettet liegen. Die Textur ist bei Micrasterias regellos netzig, bei Clo- 
sterium moniliferum parallel, und zwar lassen sich an dem leizigenannten 
Objekt zwei Schichten unterscheiden, eine innere mit Fasertextur (parallel 
zur Zellachse) und eine iuBere mit Réhrentextur (quer zur Zellachse). Sonst 
konnte die lichtmikroskopisch oft beschriebene Zweischichtigkeit der 
Desmidiaceen-Zellwand elektronenmikroskopisch nicht gefunden werden. 
Dies muB jedoch keinen Widerspruch bedeuten, da ja die Kontrastbildung 
im Lichtmikroskop und im Elektronenmikroskop auf verschiedene Weise 
zustande kommt. 

Von besonderer Bedeutung sind Drawerts Ergebnisse beziiglich des 
Porenapparates und der Gallerthiille einiger Arten. Hier stellen die 
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Beobachtungen wie erwaihnt — eine Bestaitigung und Erweiterung der 
Angaben von Liitkemiiller dar. Bei Micrasterias rotata stecken die Poren- 
apparate .,wie Nieten in der Zellwand*. Neu ist hierbei, daf der Porus in 
der Zellulosemembran nicht ausgefiillt, sondern von einem rohrenformigen 
Kérper durchsetzt erscheint, der in der Mitte einen Porenkanal freilaft 
(Abb. 11 und 12 der II. Mitteilung). Diese Réhre erweitert sich nach aufen 
irichterférmig und geht dann faserig in je ein Gallertprisma der Hiili- 
gallerte iiber. Gegen das Plasma zu ist der Porenapparat mit einem eigen- 
artigen VerschluRstiick ausgestatiet, das locker aufsitzt. Es hat ,,die Gestalt 
eines Polsternagels, der mit seinem Stift in den Porenkanal ragt.” Dieses 
Verschlu&stiick grenzt noch nicht an das Plasma, sondern ist wiederum mit 
einem kleinen Gallerthof umgeben. 

Es handelt sich also bei dem Porenapparat um ein relativ kompliziertes 
Gebilde, dessen Betrachtung sofort die Frage nach seiner Funktion weckt. 
Hier iuBert Drawert eine sehr ausgepragte Meinung: Der Porenapparat 
hat nicht die Aufgabe, das Gallertprisma, das jeweils iiber einem Porus 
liegt. zu sezernieren, sondern die Gallertprismen sind nur die auferen. 
stirker hydratisierten Teile des Porenapparates selbst. Durch die Beobach- 
tungen wird diese Ansicht (wie sie ahnlich schon Liitkemiiller ausgesprochen 
hatte) in mancherlei Weise gestiitzt: So sieht man etwa im elektronenmikro- 
skopischen Bild keine scharfe Grenze zwischen dem aiuferen Teil des Poren- 
apparates (dem sog. Endknépfchen) und dem Gallertprisma. Das End- 
knépfchen geht vielmehr faserig in die Gallerte iiber. Ferner: Wenn ein 
Gallertprisma von der Zellwand abreift. dann geht stets auch das End- 
knopfchen mit. 

Mit der referierten Meinung ist freilich die Frage nach der Entstehung 
der Gallerthiillen nur etwas verschoben worden. Mindestens nach jeder 
Zellteilung. vielleicht auch nach einem Abreifen einzelner Gallertprismen. 
muB ja die Gallerthiille an den entbléBten Stellen neu gebildet werden. 
Wenn nun das einzelne Gallertprisma kein Sekret des Porenapparates, son- 
dern ein Teil desselben ist. dann muf eben irgendwann der ganze Poren- 
apparat samt dem zugehorigen Gallertprisma durch den Porus der Zellwand 
geschoben. also in gewissem Sinne doch wiederum sezerniert werden. Es ist 
ferner bekannt. daB die Gallerthiille unter giinstigen Bedingungen sich 
machtig entwickeln, unter ungiinstigen vollstandig schwinden. spater aber 
wieder neu gebildet werden kann“ (Liitkemiiller 1902). 

Hierzu laRt sich aus Drawerts Vorstellung keine Erklarung ableiten. 
Leichi verstandlich waren diese Erscheinungen. wenn man annehmen wollte. 
daB unter optimalen Lebensbedingungen die Prismengallerte laufend 
sezerniert wird, wobei natiirlich laufend Substanz an die Umgebung abge- 
geben werden miiBte. Dann wiirde unter ungiinstigen Bedingungen, wenn 
die Sekretion nachlaBt. die Hiille schwinden. Gegen diese Annahme spridht 
freilich die Tatsache. daB die Hiillgallerte — z. B. bei Hualotheca — im 
Normalzustand stets scharf begrenzt erscheint. was die Vorstellung von 
einer dauernden Substanzabgabe erschwert. Fiir die Annahme einer 
Substanzabgabe spricht die Beobachtung. daB Hyalotheca oft von einem 
sehr zarten, strukiurlosen Schleimhof umgeben ist. der schon von mehreren 
Autoren gesehen wurde und den auch Drawert gefunden und abgebildet 
hat. Dieser Schleimhof ist von der bekannten Prismengallerie in der Regel 
scharf abgesetzt. Drawert vermutet. daB es sich hierbei um ein echtes Sekret 
des Porenapparates handelt. 

In physiologischer Hinsicht, also beziiglich der Bildung der Gallerthiillen 
bleiben. wie man sieht, noch manche Fragen offen. In cytomorphologischer 
Hinsicht haben Drawerts prichtige Bilder uns eine Menge Neues gelehri 
und auf diesem wichtigen Gebiet weitgehend Klarheit gebracht. 


H. Kinzel (Wien). 
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1. Die Zeitschrift veréffentlicht Originalarbeiten, Kurze Mitteilungen, kri- 
tische Ubersichtsartikel, Sammelreferate und Referate aus allen Teilgebieten 
der Protoplasmaforschung. Beitrage kénnen in deutscher, englischer, fran- 
zosischer oder italienischer Sprache verfaft sein. Bei langeren Arbeiten ist 
in der Sprache der Originalarbeit eine Zusammenfassung, die kurz zu hal- 
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streichen (kursiv). In Kleindruck (petit) zu setzende Abschnitte (Zitate, 
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Als Vorlage werden saubere, klare Skizzen erbeten. Fiir Photographien sind 
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Autor zur Priifung vorgelegt. Abbildungslegenden sind dem Manuskript 
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